UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO
DIVISION ACADEMICA DE INGENIERIA Y ARQUITECTURA =

“Actividad antibacteriana de
nanomateriales de CuO, TiOz y CuO/TiO:
con potencial aplicacion en superficies
construidas”

TESIS

Para obtener el grado de:
Maestra en €Ciencias.en Ingenieria

Presenta:
Ing. Zurisadai Martinez Corona

Director:

Dr. Rosendo Lépez Gonzalez

Codirector:

Dr. David Salvador Garcia Zaleta

Cunduacan, Tabasco, México Mayo de 2024



DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD

En la Ciudad de Cunduacan, Tabasco, el dia 1 del mes de Junio del afio 2024, que
suscribe Ing. Zurisadai Martinez Corona alumna del Programa de Maestria en Ciencias
en Ingenieria can,numero de matricula 202D19012, adscrito a la Division Académica de
Ingenieria y Arquitectura, de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, como autor
de la Tesis presentadapara la obtencion del grado y titulada “Actividad antibacteriana de
nanomateriales de CuQ; TiO2 y CuO/TiO2 con potencial aplicacion en superficies
construidas” dirigida por-elDr. Rosendo Lopez Gonzalez y el Dr. David Salvador Garcia

Zaleta.
DECLARO QUE:

La Tesis es una obra original que no infringe los derechos de propiedad intelectual ni los
derechos de propiedad industrial u otres, de acuerdo con el ordenamiento juridico
vigente, en particular, la LEY FEDERAL DEL.BERECHO DE AUTOR (Decreto por el que
se reforman y adicionan diversas disposiciones’de la Ley Federal del Derecho de Autor
del 01 de Julio de 2020 regularizandg.y aclarando y armonizando las disposiciones
legales vigentes sobre la materia), en particular, las’ disposiciones referidas al derecho
de cita. Del mismo modo, asumo frente a la Universidad cualquier responsabilidad que
pudiera derivarse de la autoria o falta de originalidad o ‘eentenido de la Tesis presentada

de conformidad con el ordenamiento juridico vigente

Cunduacén, Tabasco a 1 de junio de 2024.

7

Ing. Zur%i Martinez Corona




| UNIVERSIDAD JUAREZ ey Division

Fi Carrill
| AUTONOMA DE TABASCO | {{ | oy Lot

A

v, 2t/ yArquitectura
ESTUDIO EN LA DUDA. ACCION EN LA FE"

:/‘ JEFATURA DE POSGRADO

MEM/AP-DAIA/170/2024

L@ Cunduacén, Tabasco a 30 de julio de 2024,
Ay

RA MARIA FRIAS MARQUEZ
DE LA DAIA

PARA

DE: COM ODA - b
ASUNTO:” APROB E ] 7 ) DE MAE_SIRIA

enang NG als de CuO, Tlo;gy CuO/TiOz con
alap eaci6q,en sup |¢|es construid

dai.} iltfinei I)a, de la.y stria en Ciencias en
Ingenieria, le co acer tatnos-la« |mpne5|6n der traba]o, ya que el mismo ha

cumplido con los r 9(5

DR. RO , Auseug, SILVESTRE LOPEz
'+ RODRIGUEZ
[(®) SECRETARIO

DR. DAVID SALVADOR GARCIA ZALETA f
VOCAL 1

TS L AN CFTIRTE TS

Lhin /'
TFTV 7S 77
|\~

DRA. CINTHIA GARCIA MENDOZA

VOCAL 3
Maesbeo CUMEN Jdende 0%
Consorcio de Carretera Cunduacan —Jalpa de Méndez, km 1, Col. L ralda,
wvmldadcs C.P.86690 Cundud@«w
Mexicanas Tel. (993) 358.15.00 752

] ALK R O G

e-Mail: direccion.daia@ujat. mx
www.ujat.mx



- oml 2024

¥ s .
. »-  Felipe Carrilio
N PUERTO

Divisién
Académica
de Ingenieria

Auiré.‘r\{?r.mlr)g T"LBASCO" y Arquitectura
‘ > . DIRECCION
'y
- OFICIO: DAIA/DIR/1734/2024
® FECHA: 02 de agosto de 2024
oy ASUNTO: Autorizacion de
. impresion definitiva
/O'
ING. ZURISADAI INEZ CORONA .
PASANTE DE MAEST CIENCIAS EN INGENIERIA
PRESENTE (/\
En virtud de haber elabora rabajo de tesis denominado:

“Actividad antibacteriana d nomateriales de CuO, TiO2 y CuO/TiO2
con potencial aplicatioh en superficies construidas”

tenido como Director de Tesis a r. Ro Lépez Gonzalez y Codirector al

Dr. David Salvador Garcia Zaleta , ((
P )

Tengo a bien autorizarle la IMPRESI@EFIN de dicho trabajo, continuando
con los tramites correspondientes para Qxame @)btencién de grado.
*

Para obtener el grado de M en@as en Ingenieria vy en el cual ha

Agradeciendo de antemano sus atenciones, le envio un jal saludo.

ATENTAMENTE

i L)

DRA. DORA MARIA FRI‘LS MARQUEZ
DIRECTORA

T DIRECCION CS&

DRA'DMFM / LBEC

C.P.86690 Cunduacin, T
Tel. (993) 358.15.00 Ext,
e-Mail: direccion. dajaf@ujatinx

Carretera Cunduacdn —Jalpa de Méndez, km 1, Col. La EQ@)
52

i ansorcio de www.ujat.mx
Universidades
7 lexicanas

CIEDIRES (T 4



CARTA DE CESION DE DERECHOS
Cunduacéan, Tabasco a 1 de junio de 2024.

Por medio de-laspresente manifestamos haber colaborado como AUTORA en la
produccion, creacion y/a realizacion de la obra denominada “Actividad antibacteriana de
nanomateriales de CuQ,, TiO2 y CuO/TiO2 con potencial aplicacion en superficies
construidas”.

Con fundamento en el articulo’83 de la Ley Federal del Derecho de Autor y toda vez que,
la creacidén y/o realizacion de da-0bra antes mencionada se realiz6 bajo la comision de la
Universidad Juarez Autonoma‘“deé Tabasco; entendemos y aceptamos el alcance del
articulo en mencion, de que tenemosel derecho al reconocimiento como autores de la
obra, y la Universidad Juarez Auténoma.de Tabasco mantendra en un 100% la titularidad
de los derechos patrimoniales por un\periodo de 20 afios sobre la obra en la que
colaboramos, por lo anterior, cedemos el"derecho patrimonial exclusivo en favor de la

Universidad.

ATENTAMENTE

2

Ing. Zun%ﬁﬂai Martinez Corona

TESTIGOS

¢

Dr. David Salvador Garcia Zaleta Dr. Rosendo Lépez Gonzalez




“l can do all thing

A

sthrough Christ who strengthens me.”
‘-\ Philippians 4:13



DEDICATORIAS

Primeramente, le dedico esta tesis a Dios, por darme la vida, la capacidad, la paciencia
y coraje de'n@ rendirme, por estar siempre a mi lado y llenarme de bendiciones, por la
oportunidad deC'demostrar que puedo cumplir mis objetivos aun en medio de las
dificultades, por40s’fracasos que ensefiaron a encontrar un aprendizaje en medio del

caos Yy las victorias-que me mostraron que la humildad es el camino del éxito.

A mis amados padres Araceli Corona Zenil y Javier Martinez Montiel quienes siempre
me apoyaron y me animarom’a no rendirme. Por creer en mi. Gracias mama, por siempre
escucharme y tomarte el tiempo-«de aconsejarme cuando me queria rendir, por estar a mi
lado en las dificultades y por todo-€ellamor que siempre me has brindado. Gracias papa,
tus palabras de animo, por recordarme que estas orgulloso de mi por siempre buscar la
forma de ayudarme. Gracias por inspirarme a ser mejor cada dia, soy muy bendecida de

tenerlos como padres. Los amo y-les estaré eternamente agradecida

A mi querido hermano Ari Javier Martinez Corond, por todo el apoyo que me ha brindado,
por ser un gran ejemplo para mi de superacion y éxito. Te amo mucho hermanito, gracias
por tus consejos y por siempre estar a mi-lado, pof hacerme sentir que no estoy sola.
You and me against the world! A Nina, Loki, Thor y Dalton mis amados perritos que son

mi gran motivacion y que llenan de alegria mi vida, los amo/muchisimo.

A mi, Zurisadai Martinez Corona, por no rendirme, por soportaras dificultades fisicas,
de salud, mentales y emocionales. Por salir adelante en la adversidad y no dejarme
vencer. Aprendi de mis errores y aciertos, a confiar en mis capacidades y creer que

puedo. Estoy orgullosa de mi y hoy puedo decir “soy mejor que ayer”. TE-AMO.



AGRADECIMIENTOS

Le agradezco al laboratorio de materiales avanzados de la Divisibn Académica
Multidisciplinaria de Jalpa de Méndez (DAMJM) y los laboratorios de Nanotecnologia y
de Bioensayos«y Pruebas Medioambientales en el Centro de Investigacion de Ciencia y
Tecnologia Aplieada del Estado de Tabasco (CICTAT) de la Divisibn Académica de
Ingenieria y Arquitectura (DAIA) de la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco (UJAT)
por las facilidades brindadas.

De igual forma al proyecte’PRODEP UJAT-PTC-260 por parte de la Universidad Juarez
Autonoma de Tabasco. Al'proyecto PRODECTI 2022-01/75 otorgado a la Universidad
Politécnica del Centro por parte” del Consejo de Ciencia y Tecnologia del Estado de
Tabasco (CCYTET) y al CONACYT)por el apoyo otorgado a través de la convocatoria
FORDECYT-PRONACES/845101/2020 al proyecto DAMA-Descubrimiento acelerado de

materiales antibioincrustantes.

e QUTIDISCIPLIN 2
“4
2,

UNIVERSIDAD
POLITECNICA
DEL CENTRO

C
0

e




AGRADECIMIENTOS

Agradezcorsal Dr. David Salvador Garcia Zaleta por su paciencia al guiarme en este
camino profesional, porque siempre estuvo dispuesto a apoyarme, ensefiarme y despejar
mis dudas. Por brindarme su confianza y la oportunidad de demostrar que, si puedo, por
creer y confiar en mi;"mis capacidades y potencial aun cuando a veces yo misma no creia
en mi. Por brindarmetodo lo necesario para realizar este proyecto, por su valiosa amistad
y por ser mi mentor no"solg profesionalmente sino en general al brindarme consejos de
vida, por motivarme a superar los obstaculos y dificultades. Gracias por no dejarme

rendir. jDe corazon le agradezcostodo! Lo admiro y lo respeto mucho.

Muchas gracias Dr. Rosendo Lopez‘Gonzéalez por abrirme las puertas de su laboratorio,
por ayudarme a salir adelante y guiatrme en este proceso, por la disponibilidad y las
facilidades en la realizacion de este proyecto. Por retarme a ser mejor cada dia. Muchas
gracias por tenerme paciencia y'darme su.confianza.

Gracias por siempre brindarme su apoyo junto.eon la Dra. Mayra Angelica Alvarez Lemus
a quien también agradezco de corazén/su valiose apoyo y por esa chispa y entusiasmo
que le caracteriza, por siempre estar dispuesta a poyar a sus alumnos para ser mejores
y por la buena disposicion de escucharme{ Agradezco_por incluirme en las actividades
del laboratorio y hacerme sentir parte de ustedes. Siempre he pensado que son un
equipo maravilloso que se complementa muy bien y les/admiro por siempre salir

adelante.

Le agradezco al Dr. Sergio Alberto Gomez Cornelio por todo €l\apoyo que me ha
brindado, por ser un excelente guia, por ensefiarme con mucha pacieneia. Gracias por
motivarme a ser mejor y a retarme para superar los obstaculos, agradezco'su disposicion
al despejar mis dudas y por el tiempo y dedicacion invertido. Le admiro mucho Dr. por
ser siempre directo y sincero en busca de la mejora de sus estudiantes. Me"dio.mucho

gusto haber compartido este proyecto con usted, aprendi muchisimo.



Del mismo.modo, agradezco a todos los doctores, doctoras y compafieros alumnos del
laboratorie’de hanotecnologia, gracias por su apoyo y por la amistad brindada, me senti
bienvenida y‘aeeptada, tuve la oportunidad de hacer nuevos amigos y conocer a cada
uno. Gracias per ayudarme en las actividades, despejar mis dudas y hacerme pasar

momentos de convivencia muy agradables.
Agradezco de corazon artodas las personas que estuvieron involucradas en la realizacion
y culminacion de este prayeeto, sin ustedes esto no habria sido posible, les aprecio

sinceramente.

Fue un largo y dificil camino, pero-hoy. por hoy puedo decir con orgullo, jLO LOGRE!



RESUMEN

En el presente trabajo se sintetizaron nanomateriales de diéxido de titanio (TiOz2) por el
método solsgel con combinacion de fases (anatasa y rutilo) mediante el control de la
temperatura, realizando tratamientos a 425, 475, 525 y 575°C. Los materiales de 6xido
de cobre (CuO)«seobtuvieron por el método Pechini. También se realiz6 una mezcla
mecanica de TiO2/CuO en proporcion 1:1. Las propiedades antimicrobianas de los
materiales se evaluarop“para determinar su potencial aplicacion en la industria de la
construccion, especificamente para inhibir la formacion de biopeliculas en superficies.
Los resultados de difraccion de rayos X (DRX) y la técnica de Refinamiento Rietveld
muestran que la fase rutilo aumenta, teniendo 8.42% a 425°C y 91.65% a 525°C y la fase
anatasa disminuye al incrementardatemperatura, pasé de 93.58% en 425°C a 8.35% en
525°C. En los materiales de CuO se‘0bservo la fase tenorita y en los compositos hay una
combinacion de fases anatasa, rutilo y-tenorita, la presencia de la fase tenorita favorecio
en la respuesta antimicrobiana de1os materiales. Los espectros de FTIR (espectroscopia
infrarroja por transformada de~ Fourier)’ mostraron la presencia de sefales
correspondientes a las vibraciones de Ti-O y de”Cu-O en ~530 cm™' observando ligeros
cambios respecto a los materiales obtenidos por sol-gel, mientras que los obtenidos por
mezcla mecanica no presentaron cambios-importantes con respecto a la temperatura.

Con los analisis DLS y ELS se obtuvo el tamafho promedio/de particula con valores desde
~225 nm a ~750nm con potencial Z entre -11mV y_<21mV. Finalmente, en las
evaluaciones de MIC se encontré que el material de CuO/TiO2 a 475°C tuvo mayor
actividad inhibitoria para Staphylococcus aureus y Escherichia_eeli con respecto a los
otros materiales de CuO/TiO2, TiO2 y CuO. Este material inhibe la formacion de

biopeliculas en superficies, evitando la proliferacion de las bacterias al ambiente.

Palabras clave: TiO2, CuO, biopelicula, actividad antimicrobiana, superficies

construidas.



ABSTRACT

In the present«work, titanium dioxide (TiO2) nanomaterials were synthesized by the sol-
gel method with a combination of phases (anatase and rutile) by temperature control,
performing treatments at 425, 475, 525 and 575°C. Copper oxide (CuO) materials were
obtained by the Pechini method. A mechanical TiO2/CuO mixture was also performed in
a 1:1. The antimicrebial, properties of the materials were evaluated to determine their
potential application in“the, construction industry, specifically to inhibit the formation of
biofilms on surfaces. ThesXsray diffraction (XRD) and Rietveld Refinement technique
results show that the rutile phase increases, from 8.42% at 425°C to 91.65% at 525°C
and the anatase phase decreases.with increasing temperature, from 93.58% at 425°C to
8.35% at 525°C. In CuO materials, the tenorite phase was observed and in the
composites there is a combination of anatase, rutile and tenorite phases, the presence of
the tenorite phase favored the antimicrobial response of the materials. The FTIR spectra
(Fourier transform infrared spectroscopy) shewed the presence of signals corresponding
to the vibrations of Ti-O and Cu-O at’=530 ®™-}0observing slight changes with respect to
the materials obtained by sol-gel, while. those_obtained by mechanical mixing didn’t
present important changes with respect to.temperature.

With DLS and ELS analyses, the average (particle size.was obtained with values from
~225 nm to ~750nm with Z potential between -11mV+-and, -21mV. Finally, in the MIC
evaluations, it was found that the CuO/TiO2 material at“475°C had greater inhibitory
activity for Staphylococcus aureus and Escherichia coli compared to the other CuO/TiOz,
TiO2 and CuO materials. This material inhibits the formation of biofilms on surfaces,

preventing the proliferation of bacteria into the environment.

Keywords: TiO2, CuO, biofilm, antimicrobial activity, constructed surfaces:
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CAPITULO
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GENERALIDADES




INTRODUCCION

En la actualidad, las cepas de microorganismos resistentes a los procesos de
desinfeccion gradicionales han aumentado [1]. Esto ha impactado de manera
contundente endiversas areas relacionadas a la salud, entre las que destacan el area
farmacéutica y biomeédica. Sin embargo, también ha impactado al area de alimentos
y la construccion,“ya que se ha detectado que las bacterias emplean como
mecanismo de supervivencia la formacion de biopeliculas en las superficies. Esto a
fin de propiciar un ambiente que les permita la reproduccion/proliferacién vy
mecanismos de protecciénspara tolerar las moléculas con actividad antimicrobiana

gue se utilizan de forma cotidiana como OH, H202, Os, entre otras.

En este sentido, existen diversas<Caracteristicas y microhabitats en la superficie
construida que les permiten a estos micreaorganismos desarrollar esta resistencia o
tolerancia, entre las cuales se destacan; adaptabilidad en ambientes con variaciones
de temperatura, pH, espacios .en_la superficie del material donde pueden
resguardarse como poros o pintura,-asi'‘comoa’hivel celular en la disminucion de la
permeabilidad de la membrana y la flexibilidad genética [2]. Una biopelicula se podria
definir como la acumulacion organizada de_bacterias en una matriz adherida a una
superficie viva o inerte como las superficieS_construidas: cemento, madera, acero,
plastico, entre otros. La biopelicula esta protegida por una.eubierta polisacarida, que
al romperse libera bacterias al ambiente que pueden infectar)a las personas que
entren en contacto [3]. Estos focos de infeccion se pueden presentar en entornos
cerrados, con falta de ventilacion, presencia de humedad, €icy, y superficies
(comunmente de edificios) causando el sindrome de edificio enfermo (SEE). Ademas
de generar problemas estéticos en los edificios lo cual requiere de=inversion
econOmica para su restauracion. La Organizacion Mundial de la Salud~(OMS)
considera prioritarias las infecciones que causan a la salud de las personas\estos

patégenos que se desarrollan en los SEE [4].



Las bacterias emplean la formacion de biopeliculas como una estrategia de
supervivencia, al reproducirse comparten su informacion genética y resistencia a
diferentessfarmacos, dificultando el proceso de recuperacién de los pacientes que
han estado {em contacto con estos microorganismos. Entre las bacterias mas
reportadas con ‘resistencia a los procesos de desinfeccion y formadoras de
biopeliculas destaca; Escherichia coli y Staphylococcus aureus [5,6]. También han
sido reportadas entreslas. principales bacterias patégenas que causan infecciones

severas en las personas+/, 8].



1.1 Justificacion

A nivel"mundial, una estrategia prometedora en la inhibicion de bacterias ha sido
nanotecnelogia mediante la aplicacion de materiales a base de 6xido de cobre (CuO)
y dioxido de-titanio (TiO2) [1]. En este sentido, el TiO2 ha presentado resultados
interesantes, se-han reportado nanoestructuras de TiO2 con fase anatasa y titanio en
forma de nanobarras,'caen actividad contra bacterias Gram negativas y Gram positivas
[9]. Del mismo modo,/el'CuO ha demostrado tener buenas propiedades bactericidas
contra E. coliy S. aureusT7] con una mayor actividad antimicrobiana contra S. aureus.
Por otro lado, nanobarras‘de”CuO y compositos de CuWO4/CuO fueron evaluados
contra E. coli y Puccinia graminiss encontrando que el composito CuWO4/CuO
presenta mayor actividad bactericida-{10].

Es importante mencionar que, algunas investigaciones han combinado estos dos
oxidos [6, 11], obteniendo una mejoraven la actividad antimicrobiana, atribuyendo
esta actividad a su estructura y area superficial, sin embargo, existen otros factores
gue pueden promover la actividad antimicrobiana contra las bacterias; como la
presencia de diferentes fases en una misma_estructura en el caso del TiOz. Las
diversas investigaciones reportan principalmente-fa-fase anatasa, no obstante, el
titanio presenta otras fases como rutilo y.brookita las cuales en muchas ocasiones
se excluyen y puede tener un efecto signifiCativo en’la actividad antimicrobiana.
Por consiguiente, en el presente trabajo se sintetizaron nanomateriales de TiOz2y
CuO y una combinacién mecéanica de TiO2/CuO con diferentes porcentajes de las
fases; anatasa, rutilo y tenorita por medio del control de la temperatura de
calcinacion, para determinar la actividad antimicrobiana del cobre.y titanio solos y
combinados para evaluar la influencia de las fases del titanio” en la actividad
antimicrobiana del cobre y sus posibles aplicaciones en la industria de la
construccion, con el propésito de emplear a corto plazo estos materiales en
superficies construidas, como un método eficiente en la inhibicion de formaeién de
biopeliculas por bacterias que causan problemas en la salud de los habitantes de

los edificios, otorgando la categoria de sindrome de edificio enfermo.



1.2 Pregunta de investigacion
¢ Es posible mejorar la capacidad de inhibicién de biopeliculas de E. coliy S. aureus
y potenciar_las propiedades antimicrobianas del CuO y TiO2 al combinar ambos

oxidos con diferentes porcentajes de fases cristalinas?

1.3 Hipotesis

Las propiedades antimicrobianas del CuO y TiO2 seran potencializadas al combinar
ambos oOxidos con diferentes porcentajes de fases cristalinas, mejorando su

capacidad de inhibicién de“biopeliculas en E. coliy S. aureus.

1.4 Objetivo General
Evaluar distintos porcentajes de fases.cristalinas en nanomateriales de CuO y TiO2
en su capacidad de inhibir biopeliculas de E. coli y S. aureus como potenciales

aditivos en superficies construidas:

1.4.1 Objetivos Especificos

v Establecer los parametros«e-sintesis para controlar los porcentajes de
las fases cristalinas de TiO2 en’ nanomateriales de CuO/TiOz.

v" Analizar el efecto de la temperatura de caleinacion en las propiedades
estructurales, espectroscopicas y  eléctrocinéticas de los
nanomateriales de CuO/TiOz.

v" Determinar la influencia de los porcentajes de las¢fases cristalinas del
TiO2 en la actividad inhibitoria de nanomateriales de CuO/TiO2 contra

E. coliy S. aureus.
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2.1 Propiedades inhibitorias de los 6xidos metalicos

Se le eonece como materiales inhibitorios a aquellos materiales que generan un
efecto baeteriostatico o que detienen el proceso de reproduccion en microorganismos
patdgenos, garantizandose la disminucion o eliminacion de estos [12]. Hoy en dia, la
nanotecnologiapresenta un amplio espectro de nuevas posibilidades, ofrece técnicas
gue permiten la sintesis de materiales con propiedades antimicrobianas ya que el
método de sintesiss“estd ampliamente relacionado con el comportamiento
fisicoquimico y las propiedades de los materiales [13].

Desde hace tiempo, som muay conocidos los nanomateriales con propiedades
antimicrobianas para combatir microorganismos [14], entre los cuales destacan las
nanoparticulas de Ag, CuO, ZnOy TiO2. Sin embargo, algunas de ellas no son de
amplio espectro y presentan algunassdesventajas como: poca estabilidad, grandes
tamafos de particulas, baja area superficial, métodos de sintesis que dificultan el
control de la estequiometria exacta, dafio a la salud, entre otros. Un ejemplo son
las nanoparticulas de Ag, las cuales pueden llegar a ser toxicas [15]. Los 6xidos
metéalicos como el TiO2 y el CuO handemostrado tener un alto indice de efectividad
bactericida ante bacterias patdgenas Gramspositivas y Gram negativas, como E. coli
y S. aureus. Esto, gracias a su compoOsicion atomico-molecular y su eficiente
estabilidad al estar en contacto con sistemas biologicos+y,bioseguridad [16].

Se ha demostrado que algunas células responden deforma muy diferente a las
nanoparticulas de TiO2 anatasa y rutilo [17]. Derivade” de estas diferencias
observadas, se ha generado la necesidad de evaluar el efectode las fases cristalinas
en las interacciones con bacterias.

Entre los estudios realizados se encuentra el reportado por Tekin‘et‘al [18] quienes
desarrollaron nanoparticulas de TiOz2, asi como compositos de PVA/TiQzy PEG/TIOz,
evaluando sus propiedades bactericidas en E. coli. En sus resultados‘encontraron
que el composito PEG/TiO2 con fase anatasa mostré una mejor respuesta al€liminar
la bacteria Gram negativa en comparacion con las nanoparticulas que se evaluaron

de forma individual.



Por otro lado, Maheswari et al [5] sintetizaron nanoparticulas de TiO2 con fase
anatasa’y.brookita, comparando con nanoparticulas del mismo tipo, pero obtenidas
empleando _extractos, de jengibre, ajo, y jengibre-ajo evaluando sus propiedades
bactericidas &~contra Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aerueoginosa,
Streptococcus “mutants, E. coli y S. aureus. En sus resultados se presentan
respuestas diversas 'ante las diferentes bacterias, sin embargo, los compuestos
combinados con agentes_naturales demostraron una mejor eficiencia.

Por otra parte, se sintetizaron compuestos de ZnO-TiO2z [19], a diversos porcentajes
(85-15,75-25,65-35%) manteniendo en el TiO2 la fase anatasa, tamafios de cristal
menores a 50 nm y evaluande’sus propiedades bactericidas en E. coli. De sus
resultados destaca que el composito ZnO-TiO2 con fase anatasa tuvo mejor
respuesta en la eliminacion de la bacteria con tamafio promedio de 10 nm.

Se ha reportado la obtencion de un{composito con nanohojas de CuO y oxido de
grafeno (GO) para mejorar la actividad bactericida en celulosa bacteriana (BC) [20],
demostrando que los composites=de BC/GO-CuO tienen una buena respuesta
bactericida contra Gram positivas( y/Gram egativas como S. aureus y E. coli.
Mientras que, la funcionalizaciéon de nanoparticdlas.de cobre (CuO) y zinc (ZnO) [8]
con alginato de sodio y quitosano demostro un 60%-de inhibicion en la oscuridad y
un 90% bajo irradiacion de luz contra S. aureus y E. Coli:

Liu et al [21] desarrollaron compositos de NiP/CuO donde concluyen que el Ni-P
promueve la transferencia de electrones, acelera la separaCién de pares electron-
hueco para la actividad fotocatalitica y tiene una relacion con el desempefio
bactericida debido a un incremento en la actividad contra E. coli..Pragathiswaran [1]
desarroll6 compositos de TiO2@ZnO con fase anatasa y rutilo, ¥y los .decord con
nanoparticulas de oro. Las propiedades bactericidas fueron evaluadas en E. coli y
S. aureus en proceso in vitro, encontrando que las nanoparticulas fueren‘efectivas
en la eliminacion de estos agentes patdogenos. Es importante mencionar qué,-en la
literatura se menciona que el TiOz presenta actividad antimicrobiana, sin embarg0; la
mayoria de los articulos que se encuentran disponibles, el didxido de titanio
presenta combinacion de la fase anatasa con la fase rutilo o brookita, lo que permite

suponer efectos sinérgicos de las mezclas de fase [22-23].


mailto:TiO2@ZnO

La transformacion de fase de anatasa al rutilo conlleva los cambios en la estructura
electronica.que es responsable de las propiedades quimicas de la superficie de
TiO2 que “afecta su comportamiento biologico. Ademas, el TiO: tiene otras fases
como la monoclinica y la brookita, que poseen caracteristicas estructurales
diferentes.

Algunos estudios [8, 11]sefialan que hay una mejora en las propiedades de materiales
con fases cristalinas mixtas en diferentes porcentajes, pero hasta ahora el analisis de
estas propiedades ha side _poco explorado y los resultados no son concluyentes.

En la sintesis del TiO2, Jla" formacion inicial de la fase cristalina depende
significativamente de las condiciones y parametros del proceso. El control de las
condiciones de sintesis afecta laCinética de la transformacion de las fases. Incluso
cambios menores en los parametros del proceso pueden provocar cambios de
rendimiento en la fase cristalina [5, 6].

El CuO el cual también es conocido,por sus propiedades inhibitorias, entre las cuales
destaca su capacidad para: destruir-gralterarlos acidos nucleicos (ADN), provocando
gue las células pierdan su capacidad de mdltiplicarse [14], ademas de alterar la

permeabilidad de su membrana celular:

2.2 Di6xido de Titanio (TiO2)

El dioxido de titanio es un material que destaca por su baje’costo y biocompatibilidad,
es un compuesto inorganico que se encuentra de forma natural y abundante en tres
fases cristalinas: rutilo, anatasa y la brookita.

La brookita y la anatasa son fases metaestables, mientras que elrutilo es un material
termodindmicamente muy estable [24]. El valor de ancho de banda prohibida de
anatasa es de 3.2 eV y para rutilo es de 3.0 eV.

A temperaturas de ~300 a ~700°C se puede obtener la fase anatasa, esta posee una
estructura tetragonal con grupo espacial 141/amd y tiene los siguientes pardmetros
de red: a/b=3.783Ay c= 9.510A. La celda unitaria se conforma de 4 atomos dettitanio
y 8 atomos de oxigeno con su pico representativo en el plano (110) y en ~25.354'en
20 de acuerdo con el PDF 00-004-0477 (anexo 1). Por otro lado, la fase rutilo se

obtiene a temperaturas a partir de ~500 °C y posee una estructura tetragonal con



grupo espacial p42/mnm y tiene los siguientes parametros de red: a/b= 4.594A y c=
2.958A=Se. conforma de 2 atomos de Ti y 4 a4tomos de oxigeno con su pico
representative en el plano (110) en ~27.463 en 26 de acuerdo con el PDF 00-004-
0551 (anexo-2). Los datos estructurales de la fase anatasa y rutilo anteriormente
descritos pertenecen a los materiales de TiO2 sintetizados en este proyecto de
acuerdo con la indexacion de los espectros de DRX.

En la Figura 1 se muestra la formacion de pares electron-hueco (e/h*) generando
radicales libres muy reactivos que interaccionan con su entorno, generando un
proceso de Oxido-reduccion/hasta convertirlos en especies menos reactivas por
accion de la luz ultravioleta que promueve que el electron pase de la banda de
valencia a la banda de conduccion.

o O2
g

Reduccion

Banda de conduccién

Energia

Banda de valencia

Figura 1. Mecanismo de efecto fotocatalitico del TiO2. Modificado de [24].

Esta propiedad es de mucho interés en sistemas biologicos, ya que se generanen el
proceso de fotocatalisis provocado por la radiacion UV, en este se desarrollan
radicales de oxigeno y moléculas de oxigeno monoatdmicas y triatdmicas, que s€

convierten en promotores de la accion bactericida.



Estas mOléculas al estar en contacto con las bacterias son capaces de generar dafio
celular-endas bacterias, ya que puede afectar la peroxidacion de fosfolipidos de la
membrana’celular e interrumpir su proceso de respiracion, inactivandola y deteniendo
su crecimiente; produciendo muerte celular [25]. Todo esto a partir de la
fotoactivacion del titanio con luz ultravioleta, ya que se ha reportado que mejora sus
propiedades antimicrobianas al ser fotoactivado [23].

Por otro lado, se ha reportado que el titanio mantiene su propiedad antimicrobiana
sin presencia de luz UV+26, 27], atribuyendo que los ROS se pueden producir por
diversos mecanismos como; la interaccibn entre las nanoparticulas y las
macromoléculas de las célulasAfosfolipidos, lipoproteinas, entre otras), las cuales
causan dafo provocando la muerté celular. Este estudio sugiere que la diferencia de
cargas es la que provoca esta accign,ya que los compuestos de la membrana celular
de los microorganismos tienen carga/positiva y la nanoparticula carga negativa y al
entrar en contacto, la célula se oxida®y muere. Sin embargo, se han presentado
diversas opiniones al respectoj .gue dejan expuesta la necesidad de seguir
investigando al respecto, por lo cual\en la preSente investigaciébn se comprobara la
efectividad de las nanoparticulas de titanio.sin fetoactivacion, y analizar si mantiene

sus propiedades antimicrobianas aun sin Ja presenecia«de luz ultravioleta.

2.3 Oxido de Cobre

El cobre es un metal que desde hace muchos afos ha sido estudiado por su actividad
inhibitoria en microrganismo, esto se debe a que el cobre tiene en su capa externa
un electron libre, que puede reaccionar facilmente.

Por su parte, el cobre y el oxigeno al combinarse forman CuO ‘elvcual es el que
presenta mayor ndimero de oxidacion, este mineral se encuentras”de manera
abundante en la naturaleza.

La fase tenorita posee una estructura monoclinica con grupo espacial A2/a y.tiene los
siguientes parametros de red: a= 5.133A, b= 3.423 y c= 4.688A, se conforma de 4
atomos de cobre y 4 atomos de oxigeno con sus picos representativos en el plano
(002) y en ~35.417 en 20 y (111) en ~38.708 de acuerdo con el PDF 00-048-1548

(anexo 3).
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Este semiconductor tiene un ancho de banda prohibida de 1.2 eV. Una de las
caracteristicas principales de las nanoparticulas de CuO es la formacién de especies
reactivas det.exigeno (ROS), este material al entrar en contacto directo con el
microorganisme,”cambia la permeabilidad de la pared y membrana celular por la
interaccion con los iones de Cu, abriendo paso para que las nanoparticulas puedan
ser liberadas en el interior de la célula generando toxicidad y estrés oxidativo las
cuales dafian compuestos y estructuras que son de vital importancia para la
supervivencia de la célula; como: ADN, enzimas, proteinas, membrana, entre otras,
lo cual les impide replicarse [28}:

En la Figura 2 se muestra el dafie*celular causado por las nanoparticulas de CuO.

Nanoparticulas de CuD

Dafio a la membrana

&
&
B ] ’ — N . .
P ® @ cuo ;"'#/ N \
f[ ROS & ¥y c'._é S
' ' L ch}@ / § ) l‘
‘ \—I—‘ Inactivacion de proteinas ' '
‘ \ DaF Ih_‘\" Toxicidad y estrés oxidativo , /
\ afio a las enzimas — wq Dafio AHADN £
4 "N

A e S e e Dee D e e mew mmm Al

Figura 2. Rutas del dafio a las células por nanoparticulas de CuO [28].
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2.4 Método Sol Gel
El sol-gel es una metodologia que ha sido ampliamente reportada por su versatilidad,
el cual ademas favorece la obtencion de materiales con alta homogeneidad
ofreciendo un-alto control de las propiedades debido a los diferentes pardmetros de
sintesis que pueden ser modificados.
En este sentido, el'método sol-gel ha resultado de gran utilidad para controlar las
fases cristalinas de ‘materiales como el TiO2, caracteristica que produce resultados
variados en areas como-la catalisis o en aplicaciones biologicas. Es un método de
sintesis quimico para la produccion de materiales solidos, especialmente 6xidos
metalicos [29]. Se lleva a cabo-en una suspension coloidal de particulas donde el
precursor puede ser un metal aleéxido, como un aluminato, o una sal para obtener
oxidos.
Esta metodologia cominmente se conforma de 4 etapas:

1. Hidrdlisis

2. Policondensacion

3. Secado

4. Descomposicion
llevando a cabo reacciones inorganicas peliméricas*(Figura 3). Se inicia con la etapa del
sol, que es una solucién coloidal, para posteriormenté_pasar a la etapa del gel, cuando
ya los precursores y solventes se solidifican, este gel coleidal o xerogel se somete a un
proceso de secado para la evaporacion de los liquidos y formacién de cristales con mayor
consistencia. Cuando se obtiene el material deseado, en este caso los polvos
previamente molidos, los materiales se someten a un tratamient@_térmico, esta variacion
de temperatura influye en la formacién de las fases cristalinas de les'materiales de TiO2
y la obtencién de la fase tenorita del CuO.
Una de las mayores ventajas de emplear el método sol-gel para la creaciénide.materiales
para uso con actividad biolégica es que este método nos permite crear materiales con
bases hidrogenadas que funcionan como un ancla al momento de incorporar elprecursor
y asi los iones de este puedan presentar una morfologia estable y la superficie pueda ser

mas reactiva. Las dispersiones de nanoparticulas son termodinamicamente
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metaestables, debido a su elevada area superficial, lo que representa una contribucion

positiva-a_la entalpia libre del sistema [30].

PRECURSORES

SOLUCION

macromoléculas
poliméricas + liquido
PUNFOQ DE | GELACION

particulas coloidales
+ liquido

GEL POLIMERICO

- Microtubos

Polvos e

Recubrimientos

SINTERIZADO

CERAMICO

Figura 3. Etapas del método sol-gel [29].

El método Pechini es una variante del método sol-gel por via himeda, permite obtener
materiales con amplia homogeneidad. Se caracteriza por la distribucion homogénea-de

cationes metalicos en una resina precursora que inhibe su segregacion y precipitacion

[31].
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2.5 Superficies construidas.

La industria de la construccidn est4 constantemente innovando estrategias que mejoren
la calidad de.sus materiales, como la incorporacion de la nanotecnologia en sus procesos
de creacion y.desarrollo de materiales, con la finalidad de mejorar sus propiedades entre
las que destacan’la durabilidad, resistencia a la corrosion y fisuracion, etc.

Una de las estrategias que ya se estan empleando es la adicion de nanoparticulas en el
cemento. Las nanoparticulas actian como un relleno de los huecos y poros presentes
en el cemento, actuande, asi como un nucleo activo que promueve la hidratacion del
material [32-34].

Entre las nanoparticulas més destacadas se encuentran las de TiO2, que, al ser un
fotocatalizador, presenta las siguientes ventajas: capacidad de auto-limpieza, capacidad
de eliminar agentes contaminantes:en€l medio ambiente como: NOx, CO2 (Fotocatalisis),
en fachadas, pavimentos de carretera, entre otros.

Por lo que su uso en estos sustratos mejoraria la resistencia y durabilidad de las

superficies construidas, contribuyende a la'€conomia circular.

2.5.1 Edificios enfermos

En nuestra civilizacién, estamos rodeados de~ superficies construidas, edificios,
carreteras, etc., y la mayor parte de nuestra_tiempo lo’pasamos en alguna construccion,
ya sea, escuela, oficina, centro comercial, casas, por meneionar algunas. La mayoria son
lugares cerrados que, si no cuentan con las condiciones adecuadas de ventilacién y
deshumidificacion, se puede convertir en el ambiente ideal para la formacién de
biopeliculas y proliferacion de bacterias lo cual puede provocar.sindrome de edificio
enfermo.

Se denomina edificio enfermo (ya sea casa, oficina, escuela etc.) a la conStruccion donde
hay presencia y aumento de individuos con padecimientos similares. causados por
microorganismos en tiempos prolongados. Esto a causa de la preSencia de
microorganismos en superficie que han formado biopeliculas y se han reproducido,hasta

el punto de liberar las células al ambiente [35].
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2.6 Baeterias

En micrehiologia se denomina bacterias Gram negativas a los microorganismos que se
tinen de eOlor'rosa en la prueba de tincibn Gram. Esto debido a que no retienen el
colorante dedcristal violeta durante el proceso de coloracion porque, presentan una capa
delgada de peptideglucano en su pared celular y en su capa externa esta cubierta por
una membrana de;lipoproteinas [36].

Las bacterias Gram positivas, se tifien de color violeta en la prueba de tincion Gram. Esta
caracteristica esta ligada.a la estructura de su envoltura celular, se comprende de una
membrana citoplasmatical y una pared celular compuesta por una capa gruesa de
peptidoglucano debido a esta capa es responsable de retener el colorante violeta durante
la tincion.

Las bacterias Gram negativas tienenuna doble membrana plasmatica, lo que las hace
mas resistentes ante la presencia deantibiéticos, y por tanto mas dificiles de permear
[37].

Estas bacterias se adhieren a las/superficies de los edificios y forman biopeliculas como
un mecanismo de supervivencia, dande se reproducen de forma inactiva. Sin embargo,
al finalizar este proceso, pasan a la etapa.de proliferacion en el ambiente, llegando al
huésped y atravesando las barreras de protecciéndelccuerpo, causando enfermedades.
Es por eso la importancia de mejorar los{materiales_de construccion que impidan la
formacion de estas biopeliculas. Por lo cual, en este trabajo-de investigacion se eligieron
dos modelos de bacterianos, uno Gram positivo (S. aureus) y otro Gram negativo (E.
coli). Para estudiar la interaccion de los materiales sintetizados en las diferentes
morfologias. Ademas, estas bacterias forman parte del microbiota dé los seres humanos

y son las causantes mas comunes de enfermedades en la poblacion:

2.6.1 E. coliy S. aureus

En la naturaleza existe una amplia variedad de bacterias patdogenas para el ser,humano,
causando enfermedades. El efecto patdgeno varia mucho en funcion de especies y de
la virulencia de este, y particularmente, en las condiciones en las que esté el organismo
huésped [38, 39]. Entre los principales grupos de bacterias con estas caracteristicas_se

encuentran: E. coli [40], que pertenece a las Gram negativas y tiene una morfologia de
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bacilos~tectos, flagelados que les permite tener movilidad. Consta de membrana
citoplasmatica, membrana externa y un espacio periplasmico entre ambas membranas,
constituide’per peptidoglucano. Gracias a su morfologia de la pared celular presenta alta
resistencia a‘les agentes de desinfeccion y ambientes extremos [41]. Esta bacteria se
encuentra en el.Sistema digestivo de los humanos como flora bacteriana, sin embargo,
la mayoria de las eepas,puede producir infecciones que se adquieren por el consumo de
alimentos en mal estado'o.agua mal purificada. Su cuadro clinico presenta enfermedades

gastrointestinales que’ incluyen evacuaciones de heces con sangre, lo que lleva a
perforaciones intestinales ‘que pueden provocar la muerte del huésped.

Por otro lado, S. aureus [42], ‘eSana bacteria que tiene una morfologia de coco lisa 'y es
inmovil. Es una bacteria Gram paositiva, anaerobia, coagulasa positiva, catalasa positiva
y oxidasa negativa. S. aureus tiene'un factor muy importante de virulencia y su capacidad
de formar biopeliculas, complicando su tratamiento de desinfeccion y contribuyendo a la
resistencia bacteriana. Ademas,/produce toxinas, las cuales se clasifican en 4 tipos:
citotoxinas, enterotoxinas, toxinaS exfoliativas'y toxinas del choque toxico [43]. Algunas
de sus cepas presentan mayor capacidad para.producir infecciones, esto gracias a una
capsula externa mucoide. El cuadro clinico que*presenta esta bacteria es, Infecciones

cutaneas, neumonia, endocarditis, osteomielitis, entre otras, y puede llevar a la muerte.

2.6.2 Formacion de biopelicula como mecanismo de resistencia bacteriana

Existen diferentes mecanismos de resistencia bacteriana, une de ellos es la intrinseca.
Esta se desarrolla de manera natural en ausencia de mecanismos de presion de
seleccién antimicrobiana (no hay exposicion); de igual forma, ‘eXiste la resistencia
adquirida [44] la cual se va desarrollando por mutacién o adquisicién de’nuevos genes.

Desde que los antibidticos se introdujeron en la practica clinica, obtuve una de las
intervenciones mas importantes para el control de las enfermedades infecciosas [45]. Sin
embargo, el uso excesivo de los antibiéticos ha hecho que las bacterias sean mas
resistentes. Esto provoca que la eficiencia de los farmacos disminuya en sobremanera,
provocando, retardando el tratamiento de los pacientes que han adquirido enfermedades

por bacterias.
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Otra barrera de defensa a los procesos de desinfeccion es la produccion de biopeliculas
en una-matriz extracelular. Esta capa es sintetizada por la misma bacteria compuesta
por sustanCias poliméricas extracelulares hidratadas (EPSs) tales como polisacaridos,
acidos nucleices y proteinas, lo que les confiere una capa viscosa dificultando asi la
penetracion de. moléculas antibidticas [46]. Esta matriz extracelular es uno de los
primeros estadiossucesionales en la formacion de biopeliculas. Al usar un material con
una propiedad anti-biopeliculas, estariamos contribuyendo a la prevencion de
enfermedades por contacto.

La siguiente barrera se situa-«dentro de las células tanto en el citoplasma como en el
ribosoma; en ésta, la célula~modificara la toxina mediante reacciones redox o
transferasas con la finalidad de.desactivarla o hacerla menos competitiva por el sitio
activo de unién. La dltima barrerages:a nivel genético, ya que, es donde las bacterias
regulan todos los mecanismos (barreras) antes mencionados. Ademas de regular la
expresion genética con mutaciones, ‘debido a que las bacterias pueden transmitir

horizontalmente esos genes mediante plasmidos [47].

2.7 Técnica de microdilucién

La técnica de microdilucion, consiste coma_su nombre~lo dice, en hacer diluciones en
pequefias cantidades (por mitad) de los materiales a estudiar, para tener un estimado de
la concentracion minima que tiene un efecto antimicrobiane. En esta investigacion se
emple6 el método de microdilucion en los materiales de ‘€uO y TiO2 a diferentes
temperaturas por separado y en combinacion para conocer el efeeto antimicrobiano de
los materiales y cuél de ellos presenta mayor inhibicion a bajas concentraciones.

La Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) se refiere como la minima_eoneentracion de
antimicrobiano en pg/mL que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después
de 24 horas de incubacion a 37°C [48].
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3.1Sintesis de Nanomateriales de TiO2

Uno de los objetivos de este estudio es la obtencién de materiales nanoestructurados de
TiO2con combinacion de fases anatasa y rutilo. La distribucién del porcentaje presente
en el material se,modificO mediante el control de diferentes temperaturas de tratamiento:
425, 475, 525 y 575°C, empleando el método sol-gel con los siguientes reactivos: Tetra-
isopropoxido de Titanio, TI{[OCH(CHs)z2]4 al 97%, isopropanol CH3CHOHCHs al 99.9%,
acido acético CH3COOH al 99.9%, metanol CH3OH al 99.9%.

La primera etapa de la sintesis consistié en la obtencion del sol. Como primer paso, en
un vaso de precipitado se agregaron el tetraisopropoxido de titanio e isopropanol en
relacion 3:1 respectivamente. La_mezcla obtenida se mantuvo en agitacién constante
durante aproximadamente 5 min. Al mezclar estos compuestos se obtuvo una mezcla
muy reactiva, por lo cual se agregé acido.acético como estabilizante y se agité por 5 min.
Una vez obtenida esta mezcla, seé/agreg6 metanol y se mantuvo en agitacion constante

durante 1 hora para la obtencidén de una mezcla transparente y estable.

La segunda etapa consisti6 en la obtencion del./xerogel, seguido de la etapa de
envejecimiento, el sol se transforma en un‘g€lthuimedoscon una apariencia transparente,
el cual se sometio a un proceso de secado durante 24-h{ a una temperatura controlada
de 100°C, con la finalidad de evaporar los disolventes presentes en el material y asi
obtener el xerogel. Mediante un proceso de molienda manual én un mortero de agata se
homogenizaron los aglomerados de los cristales obtenidos en el xérogel y posteriormente
se calcinaron con una rampa de 2°C/min durante 4 horas a 425, 475,525 y 575°C para
promover la densificacion y cristalinidad del material. En la Figura 4 muestra un esquema

de la sintesis realizada.
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3.2 Sinptesis de Nanomateriales de CuO

Para la“obtencidén de las nanoparticulas de CuO se empled el método Pechini. Este
meétodo es’una variante del método sol-gel que nos permitié obtener la fase tenorita pura
del CuO, el cual también se realiz6 mediante el control de la temperatura de tratamiento
para evitar la presencia de Cu20. Se emplearon los siguientes reactivos: Nitrato de cobre
(1IN Cu (NO3)2 - xH20, al 99.9%, acido citrico C¢4HgO, al 99.5 % y etilenglicol
HOCH2CH20H al 9978%

En un vaso de precipitado, se agrega Nitrado de cobre (Il) y acido citrico en una relacién
1:4, y etilenglicol a una relacién 1:16. Esta mezcla se mantuvo en agitacion constante
hasta disolver el precursor y abtener una mezcla homogénea. Posteriormente se llevé a
un proceso de evaporacion durante.72 h, el material obtenido se trituro en un mortero de

agata y finalmente se calcing a 400°G con una rampa de 2°C/min durante 4 h.

[ Nitrato de Cobre (I1) ]E> <:I[ Acido Citrico ]

Agitacion
constante,
mezclar hasta
hemodgeneizar

Vs

é Y
Etilenglicol
\ v
a )
Evaporacion 80°C por 72 horas
\ v

Ve

Tratamiento térmico a 400°C con rampa de
2°C/min durante 4 horas

~~

Obtencién de CuO

Figura 5. Esquema general de las etapas del procedimiento de
Sintesis de las nanoparticulas de CuO.
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3.3 Sintésis de nanomateriales de CuO/TiO2

La obtencion del composito CuO/TiO2 se realizO por método mecanico en
proporcion<:1. Para la realizacion de los compositos se peso la misma cantidad de
nanoparticula de"CuO por un lado y TiO2 a diferentes temperaturas (425, 475, 525,
575°C). Posteriefmente se agregd el CuO en la misma proporcion (1:1) a los
materiales de TiO2'y cada una de las mezclas se agrego a una solucion de 50 mL de
metanol al 99.9%.

Las soluciones obtenidas;se.sonicaron a maxima potencia durante 30 min en un bafio
ultrasoénico. Finalmente, para evaporar el metanol, los materiales se sometieron a un
proceso térmico de 100°C durante 30 min. Los materiales que se obtuvieron con
esta metodologia fueron: CuQfTiO2 a 425°C, CuO/TiO2 a 475°C, CuO/TiO2
a 525°C y CuO/TiO2 a 575°CY En la Figura 6 se muestra el esquema del

procedimiento general de la sintesis.

Nanoparticulas de Nanoparticulas de TiO2
CuO

[ Sonicacién durante 30 min ]
[ Secar a 100°C por 30 min

~z

[ Obtencion de los polvos de CuO/TiO2 ]

Figura 6. Esquema general de las etapas del procedimiento de
Sintesis del composito CuO/TiOx2.
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3.4 Anélisis por Difraccion de rayos X

Por el andlisis de DRX se determinaron las fases cristalinas de los materiales.
Utilizando uh equipo Bruker Advance ECO D8 con radiacion Cu-Ka (A= 1.5406 A),
40kV, 25 mA ycacondicionado con un detector de alta velocidad (Lynxeye). Las
muestras de Cu@y*TiOz se analizaron bajo las siguientes condiciones: 20° a 80° en
26 con 0.0040° devincremento y 1s por paso, lo cual permitié obtener espectros con
las cuentas necesarias para realizar el refinamiento de las estructuras, determinando
con precision el valor de los parametros reticulares y el tamafio de cristalito de los

polvos preparados.

3.5 Refinamiento Rietveld

Se realiz6 el refinamiento Rietveld €on.la licencia de Total Pattern Analysis Solution
(TOPAS) Versiéon 5. Esta es una técnica ‘de refinamiento que tiene la capacidad de
determinar con mayor precisionparametros estructurales de la muestra, a partir de
la construccion de un modelo tedrico que .se ajusta al patrén de difraccion
experimental, mediante el método "de/ minimeS _euadrados. Con este método se

determinaron las fases y porcentajes desfases presentes en el material.

3.6 Anélisis por Microscopia Electronica de Barrido(MEB)

El andlisis MEB se emple6 para determinar la morfologfa de los nanomateriales
sintetizados en un microscopio FESEM-7600 marca Jeol a 20kV. Con la
espectroscopia de energia dispersa (EDS) se obtuvo la composicion quimica y

estructural de las muestras.

3.7 Espectroscopia de Infrarrojo por Trasformada de Fourier (FTIR-ATR)

El andlisis se realiz6 en un espectrofotdmetro Nicolet iS50 Thermo Scientific, por la
técnica de modulo de reflectancia total atenuada (ATR) en un rango de 4000-a 400
cm 1 con 32 escaneos de resolucién, en absorbancia, lo cual nos permitié obtener
informacién sobre los grupos funcionales presentes en las muestras de CuO y TiOg,

y su estructura de enlaces.

23



3.8 Dispersion de Luz Dindmica (DLS) y Dispersién de Luz Electroforética (ELS)
Con la técniea ELS se obtiene el potencial en la doble capa cercano a la superficie
de las nanoparticulas, el cual esta influenciado por la composicion de la particula y el
medio en el que se dispersa. A través de esta técnica se determiné el potencial y la
carga de los materiales al estar en interaccion con el medio dispersante (agua estéril).
La técnica DLS mide el mevimiento (comportamiento) de las particulas registrando la
sefal de la luz dispersalque se irradia en un angulo en especifico (173°) el cual nos
aporta informacién del tamafio y distribucion de particulas de CuO y TiOz. Los
resultados de DLS y ELS se obtuvieron de la medicién en el equipo Zetasizer nano
ZS, marca Malvern Instruments;” en.soluciones dispersadas en agua estéril. Los

resultados obtenidos se enlistaron‘ep‘una tabla y se graficaron.

3.9 Actividad antimicrobiana por’el método de microdilucion

Para la concentracién minima inhibitoria en Efcoliy S. aureus, se realiz6 el siguiente
procedimiento. Previamente se incub6 en una.caja de Petri con medio agar soya
tripticaseina (TSA) cada una de las bacterias porstnperiodo de 24 h, a 37°C en la
oscuridad. Pasado este tiempo se realizg la tincion de Gram para comprobar las
caracteristicas morfologicas de estas cepas‘y descartar cualquier contaminacion. En
E. coli se observaron bacterias con una coloracion rojiza_ en forma de baston,
indicando que eran Gram negativas. En S. aureus se observ¢ la acumulacion de

cocos color morado, lo cual indica que son bacterias Gram positiyvas.

3.9.1 Preparacion de la suspension de nanomateriales

Para obtener una concentracion inicial en el primer pozo de las microplacas-de 20 mg/mL
de cada uno de los materiales sintetizados. Se pesaron 80 mg y se coleCaron en un
frasco estéril con 1 mL de agua milli-Q. Posteriormente se sonicaron durante2,h para la

dispersion de particulas.
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3.9.2 Metodologia del método de microdilucion

En una-placa estéril de 96 pozos se agregaron 100 pL de solucién salina al 0.85%.
Posteriormente en el primer pozo (columna A) se agregaron 100 pL de las
nanoparticulas-a la concentracion previamente mencionada y 100 pL de los controles
positivo y negative_(amikacina y medio MH) con su duplicado con cada material
respectivamente. Se realizaron microdiluciones a la mitad, desde 20 a 0.156 mg/mL.
Finalmente, se adicioman_ 100 pL de bacterias a cada uno de los pozos.

La suspension de bacterias y nanomateriales se homogeniz6 y se llevé a la
incubadora a 37°C por 24'horas. Después, se agregaron 20 pL de (TTC) cloruro de
trifeniltetrazolio como reveladora través de la coloracion de bacterias activas. Este
colorante en su forma oxidada se“presenta incoloro, cuando se reducen las sales del
tetrazolio por la accion enzimatica dedés microorganismos vivos, este se torna a color
rojizo por la accién de los cristales de formazan [49]. Este es un método indirecto que
permite medir la actividad respiratoriasasociada a una cadena de transporte de
electrones, el TTC es comunmente’utilizado gracias a la rapidez con la que se
reducen los sistemas de deshidrogenasa. El pH.de la muestra influye en la eficacia
del resultado, ya que a pH bajos (menares a 5) Se.inhibe la reduccion del TTC [50].

En la Figura 7 se muestra un esquema del ensayo realizado.

Microdiluciones

( |
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.1 @0000000

CuO/Ti02a 425°C , :8888888
. o 3

CuO/Ti022475°C |, :8888888
, o O

CuOfTiO2a 525°C 6 :8888888
. o 7

CuolTi02a575°C ¢ @ OOOOOOO
Amikacina 9 OOOOOOOO
- 10 00000000
Megiomr 11 QOOO0000

12 OO0OO0O00000O

Figura 7. Esquema general del ensayo de microdilucion para
determinar MIC.
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4.1 Difraccién de rayos X

Los materiales sintetizados se analizaron por la técnica de DRX, en la Figura 8 se
muestran<los, difractogramas de TiO2 después de ser calcinados a diferentes
temperaturas=Se observa que en todos los casos presentan una combinacion de
fases de anatasa«y rutilo, propias del TiO2. En la fase anatasa se muestran las
reflexiones representativas en ~25.5°, 37.7°, 48.2°, 55.3° y 68° en 20 de acuerdo con
la carta 00-004-0477 ¢Desgual forma, las reflexiones en ~27.4°, 36.06° y 41.22° en

20 que corresponde a la fase rutilo, de acuerdo con la carta 00-004-0551.

TiO. a425°C A Anatasa
" 2 R Rutilo
- JL A R A MA A am oA
© ——TiO, a475°C
: A
N’
© A N A W,V A P~ A
3 ——TiO, a525°C
2 |
GC) A A A A A A‘ A A Ada
= l ——TiO, a575°C
A 1 N N lj\ S M
i I i I i I i | i I
20 30 40 50 60 70 80
20 (Grados)

Figura 8. Patron de difraccion de rayos X de los materiales de TiO2 a diferentes temperaturas con fase

anatasa y rutilo.

En la Figura 9 se muestra un acercamiento a los picos representativos de anatasa en
~25.5° con plano cristalino (101), y rutilo en ~27.4° con plano cristalino (110), tal como
se muestra en la imagen, no hubo desplazamiento de los picos. Se resalta que en |lo

materiales de TiO2 a 425 y 475°C la fase de mayor intensidad es la anatasa mientras
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que el ratilo se presenta en un pico con poca intensidad el cual aumenta un poco a
475°CEn«contraste, los materiales de 525 y 575°C la fase de mayor intensidad es la
fase rutiloy"alcanzado un aumento significativo en comparacion con los materiales
antes mencionados. También se realza la disminucién marcada de la fase anatasa a
partir de 525°C..lLa,fase anatasa presenta una temperatura de estabilidad de ~300°C
a ~700°C y la fase rutilo se ha reportado en temperaturas de ~500°C a ~1200°C. En
el estudio realizado porVerissimo et al [51], el CP-TiO2 a 470°C muestra un aumento
significativo en la fase rutiloja diferencia del material sintetizado en este trabajo donde
se aprecia este aumento en 525°C. En otros estudios [52, 53] el rutilo se observa en
temperaturas ~700°C. Esto sefiala que el precursor y adicion de dopantes influye
significativamente en la transiciénde fases. También, se observa el ensanchamiento
de los picos en relacion con la temperatura y con mayor detalle el cambio de las

intensidades en los diferentes materiales de TiO2.

: TiO, - 425°C
S 3 | .
S 2 TiO, - 475°C
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20 (Grados)

Figura 9. Patron de difraccion de los planos (101) y (110) de anatasa y rutilo en los materiales de TiO2 a

diferentes temperaturas.
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En la Eigura 10, se muestra el difractograma del CuO y los compositos de CuO/ TiO2

a 425,474, 525 y 575 °C. Tal como se observa, el material de CuO que indica la

presencia«deda fase tenorita con sus picos representativos en ~35.54°, 38.7° y 48.7°

en 20 de acwerdo con la carta 00-048-1548, mientras que los compositos de

CuO/TiO2 a diferentes temperaturas se muestran los picos caracteristicos de las

fases rutilo y anatasa antes mencionados. Se puede apreciar que no hay

desplazamiento ni enganchamiento o estrechamiento significativo en los picos de los

compositos, sin embargo, )hay un ligero estrechamiento con respecto a los picos

principales del CuO. Tamhién“se observa que las fases anatasa y rutilo propias del

titanio no presentaron ninguna modificacion estructural en los picos caracteristicos.

_
[ < Guo T Tenorita
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20 (Grados)

Figura 10. Patrones de difraccion de rayos X de los materiales a diferentes temperaturas de CuO y,CUQ/TiOx.

En la Figura 11 se muestra el patrén de difraccidén de los picos representativos de la

fase tenorita del CuO, de acuerdo con los trabajos reportados [54], los cuales se

encuentran en los planos (11-1) y (111) con posiciones en 26 35.5° y 38.4
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respectivamente. Se observa desplazamiento de picos, lo que sefiala que no hay
presencia.de ocupacion o sustitucion los sitios intersticiales del titanio, posiblemente
a causa del método de sintesis de los compositos (sintesis mecanica).

También, se©bserva una notoria diferencia de intensidad entre la muestra de CuO y
los compositos'eon:TiO2 ya que estos presentan un alto indice de disminucion, mayor
al 50%. Que segun la literatura [54] este comportamiento se atribuye a la interaccion
de los 2 materiales dado.que entre los compositos no se observa una diferencia

significativa en la intensidad

CuOITiO, - 425°C |
—¢CUO(TiO, - 475°C | |
—€UOITiO, - 525°C
——— CUOFTO, - 575°C
—CuO

11-1
111

Intensidad (u.a.)

34 40

36 38
20 (Grados)

Figura 11. Patrén de difraccién de los planos (11-1) y (111) la fase tenorita de los‘materiales de CuO y
CuO/TiO:a.

Con base en lo anterior, la técnica de DRX fue fundamental para confirmar.que se
cumplié el objetivo de establecer los parametros de sintesis para tener un centrol en
la combinacion de fases del TiOz, ya que se obtuvieron los materiales deseados(con
diferente proporcion de la fase rutilo y anatasa, lo cual nos permitira evaluar la
actividad antimicrobiana de las mismas y el efecto que tienen al combinarlas con la

fase tenorita del CuO en la inhibicién de E. coliy S. aureus.
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4.2 Refinamiento Rietveld

El analisisede Rietveld se realiz6 para determinar el porcentaje de fases cristalinas,
ya que en la mayoria de los trabajos no presentan esta informacion, la cual es
relevante para—~determinar su actividad. La importancia de la determinacion del
porcentaje de fases radica en que el objetivo principal es evaluar la influencia de las
fases cristalinas delititanio y su combinacion con CuO en la actividad antimicrobiana
contra E. coliy S. aureus.

En este método la funcién _gque se minimiza es Sy, con ella se genera el residuo cuyo
valor se emplea como criterio”para determinar qué tan bueno es el ajuste entre los
difractogramas experimental y teodrico, por lo cual, se emplea la funciéon de minimos
cuadrados (ec. 1), donde dichozajuste (Sy) esta dado por (Yoi), que representa las
intensidades observadas y (Y.i) paradas intensidades calculadas [55].

Para que el valor de este residuo sea'pequerio, se requiere que todas las partes que

contribuyen al difractograma sean.modeladas correctamente.

Sy = Z Wi, — Y2 ™)

A partir de lo anterior, para lograr un ajuste que sea preciso, se deben tomar en cuenta
la totalidad de los factores presentes que intervienen en el perfil de difraccion, entre
los cuales, a pesar de tener un modelo adecuado, se pueden presentar errores que
produzcan desajustes en la relacién de las intensidades calculadasy.observadas.

A estos valores se les denomina criterios de ajuste del refinamiento y sé calculan a
partir de los valores residuales R, (que representa R-patron), Rup (R-patron pesado),
Rexp (R-esperado) y GOF (goodness of fit) que es igual a X2=Rup/ Rexp [55-58].

Ry es la directa relacion entre las intensidades experimentales y observadas\sin la
influencia del peso entre ellas, su valor debe ser bajo ya que representa mas al

backgroung al no estar ponderada.
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Rwp a diferencia del anterior incluye la influencia del peso sobre las intensidades y da
mayor ‘reélevancia a los desajuntes en altas intensidades en los picos de difraccion
que en las’bajas como background.

Rexp representarla calidad esperada del ajuste, cuando se realiza un ajuste de buena
calidad en los datos de difraccion, este valor es mas bajo que el Rup.

GOF o bondad de’ajuste describe que tan bien se ajustan el conjunto de
observaciones en el gmadelo, lo ideal es que los valores obtenidos sean lo mas
cercano a 1 ya que estofrepresenta un ajuste perfecto, sin embargo, valores menores
a 1 se considera que la calidad de los datos es insuficiente para realizar un ajuste
adecuado [55-56].

Con base en lo anterior, en la Figura.12 se muestra el refinamiento realizado en la
muestra de TiO2 a 475°C, donde Se“puede apreciar visualmente el ajuste entre el
modelo observado y calculado, al igual que las posiciones de Bragg, obteniendo
mayor porcentaje de la fase anatasa con 92.72% y rutilo con 7.28% dando como
resultado el 100% del material, lo-cual senala un ajuste adecuado entre el modelo
tedrico y experimental, esto debido _a/que en_el-sanalisis de DRX se obtuvieron los

datos de difraccién con los parametros de_conted necesarios para un correcto ajuste.

TiO2 a 475°C
g Anatasa 92.72% —— Observado
= Rutilo  7.28% —=_ Calculado
E - _Qbservado-Calculado
E 11 (_\Posiciones de Bragg
£ A .
| L (] \‘ | 1 ‘I I | I\ L I‘ ‘I ‘I 1 ‘I | I
20 30 40 50 60 70 80
26 (Grados)

Figura 12. Modelo de refinamiento Rietveld, composicién, porcentaje de fases y posiciones de Bragg.de TiO2 a
475°C.

En la Figura 13, se muestra el ajuste de refinamiento del material de CuO en-el cual
se obtuvo el 100% de la fase tenorita, esta es la fase que se esperaba obtener,ya
que en la sintesis de los materiales de CuO se pueden obtener Cu20 en menar

proporcion.
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Tal com0 se observa en la imagen, el ajuste en los picos es el correspondiente a la

fase tencorita al igual que las posiciones de Bragg.

CuO
© _ . = Observado
3 Tenorita 100% Calculado
3 —— Observado-Calculado
2 [ Posiciones de Bragg
T
E iln ’ N
55 = ! - =5 s e 10
26(Grados)

Figura 13. Modelo de refinamiento Rietveld, composicién, porcentaje de fases y posiciones de Bragg del CuO.

En el composito de CuO/ TiO2 a 475°C_la composiciéon de fases que se obtuvo en el
ajuste fue: tenorita (41.66%), anatasa (55.23%) y rutilo (3.11%). Sin embargo, el
incremento respecto al material deTiO2 a 475°C, se le atribuye a la incorporacién del
CuO, esto a causa la intensidad de _los picos principales de la tenorita. Ya que su
sintesis fue por un método mecanico, no se presenta un cambio significativo en las
propiedades estructurales del material.

Por lo anterior, tal como se observa en la*Figura 14, las posiciones de Bragg y los
picos representativos de cada fase, tienen una estrecha relacion entre el modelo
calculado (linearoja) y el observado (linea azul) y la representacion en las variaciones

entre estas se muestra en la linea gris.

CuO/TiO2 a 475°C

—_ ) = Observado

T Tenorita 41.66% Calculads

= Anatasa 55.23%

- Rutilo 3.11% e Obs‘e.rvado-CaicuIado
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Figura 14. Modelo de refinamiento Rietveld, composicién, porcentaje de fases y posiciones de Bragg de CuOl.

TiOz a 475°C.



De acuerdo con la literatura [56-57], los valores aceptables de R no deben ser
mayores a:~10, y el valor de GOF debe ser cercano a 1 y el valor de Rexp debe ser
menor al valer'de Ry, lo cual indica que se obtuvieron buenos datos de difraccion y

realizado unda@ajuste correcto entre el modelo calculado y el observado.

Tal como se observa‘en la Tabla |, la tendencia del porcentaje de fases incrementa
en la fase rutilo y disminuye la fase anatasa por la influencia del tratamiento térmico
mencionada en el analisis de DRX. También, en la tabla | se enlistan valores
obtenidos de: Rp, Rwp, Rexp, y'GOF.

Los valores de GOF entre méas-cercano sean a 1, mejor es el ajuste realizado. Los
valores obtenidos se encuentran”dentro de los aceptados [55-58] para un correcto
ajuste entre el modelo calculado y el ebservado. Como se observa el material a475°C
tiene un valor d 1.08 lo que garantiza un.ajuste ideal. Del mismo modo, los materiales

presentas valores muy cercanos a4, sefialando un correcto refinamiento.

Tablal. Resultados del refinamiento Rietveld de los materiales de TiO2, CuO y CuO/TiO2

Muestra Fases (%)
Anatasa Rutilo Teénorita Ry Rwp  Repx GOF

TiO, - 425 °C 93.58 8.42 513" 6.82 4584 141
TiO, - 475 °C 92.72 7.28 497 C 672 6.24 1.08
TiO,- 525 °C 38.1 61.9 564 722 575 1.26
TiO,- 575 °C 8.35 91.65 6.43 8.097 553  1.46
CuO 100 353 479 _261 1.83
CuO/TiO, -425°C  59.04 3 37.96 305 4 2.93 1.36
CuO/TiO,-475°C  55.23 3.11 41.66 3.04 399 281 )»1.42
CuO/Ti0,-525°C  20.39 33.81 45.80 3.02 393 280 1.40
CuO/TiO,-575°C  6.72 4559  47.69 342 451 275 * 1.64

Otro de los datos que se obtiene en el refinamiento es el tamafio de’cristalito
correspondiente a cada fase respecto a la temperatura. En la Tabla Il se muestra el
tamafo de cristalito en los materiales de TiO2 de la fase anatasa y rutilo con respecto
a la temperatura. Tal como se observa, a medida que se incrementa la temperatura;

también aumenta el tamanfo del cristalito.
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Tabla Il. Tamafio de cristalito de las fases anatasa y rutilo de los materiales de TiO2 a diferentes

temperaturas.
Muestra Tamarfio de cristalito
(nm)
Anatasa Rutilo
TiO2 -425 °C 324 16.3
TiO2 -475 °C 41.8 36.4
TiO2 -525°C 44.4 75.4
TiOz- 575 °C 50.4 95.8

En la Figura 15, se muestra graficamente el incremento del tamano de cristalito con
respecto a la temperatura, se puede apreciar que en la fase anatasa los valores van
desde ~32.4 nm para 425°C hasta,~50.4 nm para 575°C. Como se puede notar, se
obtuvo un incremento de ~18 nm entre los materiales de titanio fase anatasa, en
comparacién con la fase rutilo, donde @425°C se obtienen valores de ~16.3 nm y

para 575°C alcanza valores de =<95.8 nm obteniendo un incremento de ~79.5 nm.
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Figura 15. Tamafio de cristalito de las fases anatasa y rutilo de los materiales de TiOz a diferentes

temperaturas.

En la literatura se reportan tamafos de entre 7 y14 nm [7], que en comparacion con
los resultados obtenidos muestra una gran diferencia, sin embargo, estos resultados

tienen relacion con los valores obtenidos en DRX debido a que el tamario de cristalito
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esta relacionado con el ensanchamiento de los picos y se puede asociar con el
tratamiente térmico [19, 22], los precursores utilizados e incluso la molienda
mecanicay’1os ‘cuales influyeron en la formacién de las fases favoreciendo a la fase
anatasa en contraste con rutilo.

En la Tabla Il 'se enlistan los tamafos de cristalito correspondiente a los materiales
de CuO y CuO/TiOz2'a.diferentes temperaturas. En las fases anatasa y rutilo se
observan valores similares mencionados anteriormente, sin embargo, se destaca una
ligera disminucion, paradla fase anatasa, pasando de valores de 50. 4 nm a 45.3 nm
en los materiales con tratamiento térmico a 575°C, siendo este ultimo el material de
titanio que contiene CuO, por-otra parte, en la fase rutilo se aprecia un ligero
incremento entre los materiales'ean y sin CuO a 425. 475y 525°C , con un incremento
de aproximadamente 3 nm, sin embargo no es el mismo caso para el material de
CuO/TiO2 a 575°C ya que este presenta una disminucion en el tamafio de cristalito
de aproximadamente 2 nm, esto Ultimo se puede atribuir a la adicién del CuO ya que
de acuerdo a los resultados de Rietveld, este es el material con mayor porcentaje de
la fase tenorita del CuO (anatasa 6.72%, rutila’45.59% y tenorita 47.69%), por lo cual
se podria concluir que la adicién del CuQ promueve.la disminucion del tamafio de
cristalito. También se observa que el tamafio decristalito del CuO disminuye con
respecto al valor de los compositos y tiene.una estrecha,relacion con el porcentaje
presente de la fase tenorita en los materiales, con la“influencia del tratamiento

térmico, precursores utilizados y técnica de molienda.

Tabla lll. Tamafio de cristalito de las fases anatasa, rutilo y tenorita de los materiales/de CuO y CuO/TiOz2a

diferentes temperaturas.

Muestra Tamafio de cristalito
(nm)
Anatasa Rutilo Tenorita

CuO 164.7
CuO/TiO, -425°C  30.4 17.6 74
CuO/TiO2 -475°C 446 39.1 97.9
CuO/TiO, - 525 °C 51.9 78.3 113
CuO/TiO,-575°C 453 93.9 147.1
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En la Eigura 16, se muestra el comportamiento del tamafio de cristalito con respecto a la
temperatura de calcinacion de las fases anatasa, rutilo y tenorita. Se puede apreciar la
disminucién _de la fase tenorita en el CuO y los compositos y como esta fase presenta

valores mayores en comparacion a anatasa y rutilo.
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Figura 16. Tamafio de cristalito de las fases anatasa, rutilo y tenorita de/los materiales de TiO2, CuO y

CuO/TiO2 a diferentes temperaturas.

De acuerdo con los resultados obtenidos por el refinamiento Rietveld se estimé el
porcentaje de las fases obtenidas en DRX, lo cual era el principal proposito de
implementar esta técnica, asi como el tamarfo de cristalito de cada fase presente en los
materiales el cual puede influenciar en la actividad antimicrobiana, sin embargo, se realza
la influencia que tiene la fase tenorita del CuO en la disminucion del tamano-de cristal en
los compositos en comparacion con el material de CuO solo, y como esto puede'mejorar

la actividad inhibitoria de los materiales en los diferentes porcentajes de fases obtenidos.
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4.3 Migcroscopia electronica de barrido (MEB-EDS)

En el andlisis MEB se emple6 en mapeo de espectroscopia de energia dispersa (EDS).
En la Figurad7a se muestra el material de TiO2 a 475°C. Se observa una morfologia y
aglomerados isregular y con tamafios promedio menores a 1um. En un estudio reportado
por Zahan et alf59] se muestran materiales de titanio con morfologia similar sintetizado
por el método sol-gel: En el analisis EDS (Figura 17b confirma la presencia de Tiy O en

los materiales de TiO2:
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Figura 17. a) Micrografia y b) EDS correspondientefa las nanoparticulas de TiO2z a 475°C.

En la Tabla 1V, se enlistan los elementos y elsporcentaje de masa presente en la muestra
de TiO2 a 475°C. Lo que confirma los resultados obtenidos en DRX y Rietveld.

Tabla IV. Elementos y distribucion de % de masa de las nanoparticulaside TiO2 a 475°C.

Elemento %masa
Ti 50.37
(@] 48.81
C 0.82
Total 100

La micrografia del composito obtenido por sintesis mecanica de CuO/TiO2 a 475°C se
muestra en la Figura 18a. Se observa una morfologia irregular. En comparacién con.el

material de titanio a la misma temperatura de calcinacion, el composito muestra la
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formacién de aglomerados mas definidos con un arreglo irregular y tamafos promedio
menores a 1um. También se observa un ligero cambio en la tonalidad, la muestra con
CuO, se percibe mas oscura que la del titanio solo. En un estudio realizado por Prajapat
et al [60], sedobserva una morfologia similar al mezclar titanio y cobre. En el analisis de
EDS (fig. 18b)'sefiala los elementos presentes en la muestra, se puede concluir que la
pureza lograda. Lo que demuestra la eficacia y confiabilidad en el método de sintesis.
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Figura 18. a) Micrografia y b) EDS’correspondientesa las nanoparticulas de CuO/TiO2 a 475°C.

En la Tabla V se muestra el porcentaje de masay.los elementos presentes en el

composito, mostrando un mayor porcentaje‘de Cu en'la'morfologia superficial.

Tabla V. Elementos y distribucion de % de masa de las nanoparticulas de CuO/TiO2 a 475°C.

Elemento %omasa
Cu 59.76
Ti 16.78

O 22.74

C 0.72
Total 100
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4.4 Espéectroscopia de Infrarrojo por Trasformada de Fourier (FTIR-ATR)

El analisis._de FTIR-ATR se empled para obtener las vibraciones moleculares
correspondientes a las muestras de TiO2, CuO y TiO2/CuO.

En la Figura 49, se observan las bandas de los materiales base TiO2, mostrando una
banda ancha en ~500 cm™' del nimero de onda, esta posicion sefiala la vibracion del
enlace M-O el cual en este caso se refiere a la unién de Ti — O [61]. EIl TiO2 al tener
una base mas hidroxilada[62] presenta una banda en ~3300 cm' que sefiala los OH
superficiales y un pequéfio hombro aproximadamente entre 600 y 800 cm', hace

referencia al enlace Ti-H-Q_[61].

—— TiO, a 425°C
——— TiO,a 475°C
—— Ti0,a525°C
~ TiO,a575°C

Ti-O

Absorbancia (u.a.)

i I i I i I i I i I i I \ I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm ™)

Figura 19. Espectros FTIR-ATR de los materiales de TiO2, calcinados a diferentes temperaturas.

Los materiales no presentan una diferencia significativa entre ellos, los materiales
con mayor intensidad en la absorbancia de la banda Ti-O son el de 425 y 475°C en
comparacién con los materiales de 525y 575°C.
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En la Eigura 20, se muestra un acercamiento en la banda correspondiente al enlace
Ti-O, donde se aprecia mejor la diferencia de la absorbancia entre los materiales, de
acuerdo condos resultados obtenidos en el refinamiento Rietveld, los materiales que
presentan mayor absorbancia (425 y 475 °C) son los materiales con mayor porcentaje
de la fase anatasa,.en contraste, los materiales que muestran una menor absorbancia
son los que presentan, como fase mayoritaria la fase rutilo. Sin embargo, no se
distinguen vibraciones”significativas de otros grupos funcionales, solo pequefas
sefales que se atribuyenaun posible material organico, lo que nos permite descartar

cualquier impureza y hace referencia a una buena sintesis por el método sol-gel.

—— TiO, a 425°C
—— TiO, a 475°C
——— Ti0,a525°C
~ TiO,a5755€C

Ti-O

Absorbancia (u.a.)

1000 ' 960 ' 860 ' 7(I)0 ' 660 ' 560 ' 400
NUmero de onda (cm ™)

Figura 20. Acercamiento a la banda del enlace Ti-O de los materiales de TiOz, calcinades a diferentes

temperaturas.

De igual forma que los materiales de TiOz, en los materiales de CuO y CuO/TiOz_se
observa una banda en ~530 cm-! para el material de CuO la cual se superpone a‘la
banda antes mencionada en los materiales del titanio, sin embargo, en este caso se

refiere a la unién de Cu— O la cual también se muestra con mayor absorbancia [63].
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En los.eompositos de CuO/ TiOz, se observa la banda del enlace Ti-O y CuO, al igual

que lasreferentes a los OH superficiales del titanio.

—£ Cu0/ TiO, a 425°C

Cu-0O
— CyO/ TiO, a 475°C
—— Cu0/ TiO, a 525°C \
— CuQ/Tio, a 575°C
—Cuo T-O — »

Absorbancia (u.a.)
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de-onda’{cm ™)

Figura 21. Espectros FTIR-ATR de los materiales de CuO y GUO/TiO, a diferentes temperaturas.

Sin embargo, es destacable que en los materiales de soloditanio hay diferencia en la
absorbancia del enlace M-O con referencia a la fase anatasawy rutilo, sin embargo,
en los materiales de CuO/TiO2 las bandas se posicionan ens€l_mismo nivel de

absorbancia [64].

En la Figura 22 se muestra un acercamiento a la region de las bandas delenlace M-
O, en la cual se observa una diferencia en la absorbancia de los materiales de CuO
y CuO con TiO2, en este caso no se observa una diferencia con respecto‘a la
composicién de las fases, sin embargo, se destaca como al agregar CuO- los
materiales se mantienen sin variaciones significativas entre si. Por otro lado, en la

region del enlace Ti-H-O el hombro se presenta con mejor definicion y un ligero
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desplazamiento, estas modificaciones se deben posiblemente a la interaccion de los

OH superficiales del titanio con el cobre [65].

—— CuO/ TiO, a 425°C

~—— CuO/ TiO, a 475°C Cu-0

5 CuO/ TiO, a 525°C \
~# _CuO/TiO, a 575°C

—Cu0

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T T
1200 1000 800 600 400

Numero deonda (cm ™)

Figura 22. Acercamiento a la banda del enlace Cu-O_dé los materiales de CuO/TiOz2, calcinados a diferentes
temperaturas.

Con base en lo anterior se puede confirmar que se obtuvieren resultados favorables.
Es posible ver que el cobre presenta modificaciones al agregarlo a los materiales de
titanio, la finalidad de realizar esta técnica fue conocer la interaccion de los enlaces
en las muestras y con esta informacién se espera obtener una-diferencia en la

actividad antimicrobiana de los materiales con y sin CuO.
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4.5 Dispersion de Luz Dinamica (DLS) y Dispersion de Luz Electroforética (ELS)
La técnica«DLS, tal como su nombre lo sefiala, analiza el movimiento browniano de
las particulas en funcion de la luz que se irradia, las cuales dependiendo de su
tamafo se meveran de acuerdo con una trayectoria en funcion del tiempo, lo que
permite determinar el tamafio de las particulas y su comportamiento en un medio
dispersante [66].

Para la medicion de ELS_ y DLS se colocaron las nanoparticulas en una soluciéon de
agua estéril, a causa de‘que los materiales se precipitan rapidamente, se sonicaron
por 10 min y se tomaron las mediciones.

La Figura 23 muestra el diametro hidrodinamico de las nanoparticulas de TiOz a
diferentes temperaturas. En la gréfica se observa una variacion de los diametros, y
se resalta como el material a 575%Csmuestra una banda y estirada y es el material
con menor tamafio promedio de particula (Z-average) el cual es de 225 nm en
comparacién con el material a 5252C que presenta un Z-average de 627.1 nm, esto
se atribuye a la formacion de aglomerados yda dispersiéon de la luz con funcion del
tiempo, ya que en los resultados abtenidos destamafio de cristalito, este material

presenta los mayores tamafios en la fase anatasa.y-rutilo.

15 ] —— TiO, a425°C

— TiO,a475°C
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Figura 23. Diametro hidrodinamico de los materiales de TiOz, a diferentes temperaturas.
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El diametro hidrodinamico de los materiales base CuO y CuO/TiO2 a diferentes
temperaturas en una solucién coloidal se encuentra en la figura 24, donde se puede
observar unasdisminucion en la intensidad de los picos y ensanchamiento de estos,
lo cual se puéde atribuir a mayor tamafo de particula de acuerdo con la literatura, en
comparacion cen’les materiales de TiOz2, los compositos presentan mayor Z-average
el cual va desde 750nm en el material de 525°C y el menor es de 323 nm para la
muestra a 575°C, Sin“embargo, es el mismo orden de mayor a menor que los
materiales de TiO2. Con~base en la observacion fisica de la muestra, se senala la
tendencia a precipitarse y(es/posible que los tamafos sean de aglomerados [6]. En

ambos casos los materiales sonpolidispersos (que presentan diferentes tamafos).

~— CuO

104 ~—— CuOITiO, a 425°C
—~ —==_/CuO/TiO, a 475°C
) .
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0 ' 30100 ' 60100
Diametro hidrodinamico (d.nm)

Figura 24. Diametro hidrodinamico de los materiales de CuO y CuO/TiOz, a diferentesitemperaturas.

En la siguiente tabla se muestran los valores de Potencial Z, Z-average (diametro de
particula arménico ponderado por intensidad) y PDI (indice de polidispersion) €l cual
es un indicativo del grado de homogeneidad en el tamafio de las particulas. Entre(los
materiales obtenidos, los correspondientes a 475 y 575° C presentan valores bajos

de PDI lo que es indicativo de materiales menos polidispersos. Como se sefiala en el
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Z-average, los materiales con menor tamafio de particula son, TiO2 a 575°C, y TiO2
a 475°€"y4o materiales con mayor tamafio son TiO2 a 525°C y CuO/TiO2 a 575°C,

no se observa‘'una gran variacion en los valores de potencial Z.

Tabla VI.“.Resultados de DLS y ELS de los materiales de TiO2, CuO y CuO/TiO2

Material . 4 Potencial Z (mV) Z-Average (d.nm) PDI

TiO, - 425 °C * 7 191 619.6 0.464
TiO, - 475 °C o 322.5 0.290
TiO, - 525 °C 21 627.1 0.559
TiO, - 575 °C -155 225 0.261
CuO -15.9°\) 444.9 0.357
CuO/TiO, - 425 °C -15.4 ¢ 578.5 0.507
CuO/TiO, - 475 °C -16.1 348 0.328
CuO/TiO, - 525 °C 1577 750.6 0.329
CuO/TiO, - 575 °C -19.77, ' 323.2 0.288

Con base en los valores de PDI, se muestra que I0S.materiales son polidispersos tal
como se mostré en la grafica, es importante conocer las distribuciones de
polidispersion, ya que presenta diferentes tamafios en unmedio liquido a causa de
la formacion de aglomerados en el agua, lo cual puede influénciar negativamente la
actividad antimicrobiana ya que las particulas mas pesadas tienden a aglomerarse y
precipitarse mas rapido, y al tener tamafios muy grandes, no permite que el material
permee la pared celular de las bacterias. Con respecto al potencialk-Z, se obtuvieron
valores negativos lo cual promueve la interaccion entre la carga pesitiva de los

microorganismos y el material.



4.6 Actividad antimicrobiana mediante el método de microdilucién

Se evalud'ta actividad antimicrobiana de los materiales de CuO, TiO2 y CuO/TiO2 a
425, 475;2‘ 575°C utilizando la técnica de microdiluciéon en placas de 96 pozos,
donde se deé' 0 la concentracion minima inhibitoria de los materiales contra las
cepas bacteria&modelo, E. coliy S. aureus empleando como controles la positivo

a la inhibicion la }acina y como control negativo el medio MH. Tal como se

muestra en la Figura @/

simbolo mg/mL
. Q . — 20
B cuormio: a 425° CuO/TiOz a 525°C -
] cuorTios a 475°c CuO/TiO2 a 575°C :
25
- Amikacina ) Medio MH 125

0.625

0.312

0.156

S. aureus : E. coli

Figura 25. Ensayo de microdiluciéon para determinar el MIC de los materiale&CuO/TiOz a

diferentes temperaturas con colorante TTC. @

A todos los materiales sintetizados se determiné el MIC, sin embargo, las nar@rtl’culas

de TiO2 no mostraron actividad inhibitoria en ninguna de las dos bacterias, pre ndo

crecimiento incluso en concentraciones de 20 mg/mL, por lo que el MIC debe encon

a mayores concentraciones. Esta falta de actividad se demuestra en la Figura 26, donde



todos pozos se colorearon de rojo debido a que, la accidbn enzimatica de los
micro ISmos vivos en la muestra reduce las sales de tetrazolio del colorante,
tornandol y‘color rojizo por la accion de los cristales de formazan. La presencia de
bacterias vivas-posiblemente se debe a la falta de fotoactivacion del TiOz, a pesar de que
algunos estudi 7-29] sefialan que sin fotoactivacion las propiedades antimicrobianas
del TiO2 se ma@m‘ (por la interaccion de la diferencia de cargas entre las
macromoléculas de( icrorganismo y el material, generando ROS y causando la
oxidacion y muerte de | la), sin embargo, este efecto no se observo en los materiales

sintetizados.

B Tio2 a 425°C -Ti02 a 525°C
] Tios a475°C i02 2 575°C
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Figura 26. Ensayo de microdilucion para determinar el MIC de los materiales de TiOz, a diferentes temg@as con

colorante TTC. O

.
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Por otra’parte, las nanoparticulas de CuO presentaron una MIC de 0.625 mg/mL para S.
aureus;en.contraste con los resultados obtenidos en E. coli, donde se registr6 una MIC
de 2.5 mg/mk

Los composites*por mezcla mecanica (1:1) de CuO/TiO2 mostraron una mayor actividad
antimicrobiana‘gue el cobre solo. Contra S. aureus, CuO/TiO2 a 475 y 525°C fueron los
materiales con la MIC mas baja con valores de 0.312 mg/mL, seguidos de los materiales
CuO/TiO2 a 425 y 575°C, con una MIC de 0.625 mg/mL, igual a la que presenta el CuO.
Por otro lado, contra E.¢eoli los materiales de CuO/TiOz2 a 425, 525 y 575°C presentan
una MIC de 1.25 mg/mL siende el material a 475°C el que presenta mejor MIC con 0.625
mg/mL. El composito de CuO/TiO2 a 475°C fue el que presenté mayor inhibicién en las

dos cepas bacterianas tal como.s€ observa en la siguiente tabla.

Tabla VII. Resultados de MIC engdas materiales de CuO y CuO/TiOz.

Material MIC
Ecoli S. aureus
CuO 2.5.mg/mL 0.625 mg/mL

CuO/TiO2 425 °C 1.25 mg/mL 0.625 mg/mL

CuO/TiO2 475 °C 0.625mg/ml.  /]0.312 mg/mk

CuO/TiO2 525 °C 1.25 mg/mL 0.312 mg/mL

CuO/TiO2 575 °C 1.25 mg/mL 0.625 mg/mL

Se ha reportado el efecto de los nanomateriales de CuO y TiO2\en la inhibicion de
bacterias [44, 48-49] sin embargo, los materiales de TiO2 no presentaron actividad
antimicrobiana, por otro lado, el CuO y los compositos de CuO/TiO2 presentan MIC en la
inhibicién de E. coliy S. aureus. Uno de los principales objetivos era evaluar la influencia
del CuO en combinacion con los materiales de titanio a diferentes fases para‘determinar
si estas fases contribuian a mejorar la actividad antimicrobiana, lo cual se confirma. A
pesar de que todos los materiales que contienen CuO muestran actividad inhibitoria

siendo mayor en bacterias Gram positivas (S. aureus), resalta el material de CuO/TiO2a
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475°C ya que, en comparacion con los otros, obtuvo la MIC més baja en E. coli (Gram
negativa),.esto se atribuye a diversos factores que en conjunto mostraron este efecto,
sin embargos el PDI sefialo que si bien este material contiene diferentes tamafios
hidrodinamicos=de particulas, no existe tanta variacion con respecto a los otros
materiales queforman aglomerados y se precipitan a mayor velocidad, y al presentar un
tamafio promediode! particula bajo con respecto a los otros materiales promovié una
mayor actividad inhibitoria. Los resultados de MEB confirman la formacion de
aglomerados, lo cual puede afectar en la actividad inhibitoria de los materiales

sintetizados.

Existen variaciones que pueden.modificar los resultados obtenidos, lo cual tiene relacion
con los tamarfios de particula (las mas:grandes se precipitan mas rapido), por lo tanto, si
se toman las particulas superficiales(de menor tamafio) es posible obtener resultados
variables, ya que, se ha reportado que tamafos pequefios de cristalito muestran una
mayor actividad antimicrobiana [3,.710, 19].

En este trabajo se realizaron los ensayos porduplicado y en diferentes ocasiones, y los
resultados obtenidos fueron congruentes con lofrepaortado, es decir, la reproducibilidad

es comprobable.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvieron polvos nanoestructurados de TiO2 con una combinacion
de fases anatasa y rutilo a través del control de la temperatura (425, 475, 525, y 575°C)
con el método( sol-gel. Del mismo modo, se obtuvieron nanoparticulas de CuO con el
100% de la fase tenorita mediante el método Pechini. Con la mezcla mecanica se
obtuvieron los compesitos de CuO/TiO2 con presencia de las fases; anatasa, rutilo y
tenorita para su evaluacion en la actividad antimicrobiana en la inhibicion de biopeliculas
en superficies construidasga“partir de lo cual se puede concluir lo siguiente:

Las técnicas de DRX y refinamiento Rietveld determinaron la presencia y porcentaje de
fases presentes en los materiales..Por lo cual se concluye que la combinacion de fases
anatasa y rutilo, promovio la actividad antimicrobiana en los materiales de titanio
combinados con cobre. Siendo los compositos de CuO/TiOz los materiales con mayor
inhibicion incluso que el cobre solo. También con estas caracterizaciones de obtuvo el
tamafio de cristalito, observando un incremento de tamafio con respecto a la
temperatura, sin embargo, la influencia- de la_fase tenorita promovio la disminucién de
tamafio de cristalito, lo que permitié que los materiales presentaran un menor tamafio de
particula hidrodinamico. Las micrografias, de MEB-EDS mostraron materiales con
aglomerados y sin presencia de impureza./Con esto_se comprueba el eficiente método
de sintesis. Con los anadlisis DLS y ELS se obtuvo el tamafio promedio de particula con
valores desde ~225 nm hasta ~750nm, y materiales polidispersos (con particulas de
diferentes tamafios), posiblemente por la formacién de aglomerados. También se obtuvo
potencial Z entre -11mV y -21mV en interaccién con un medio)liquido, aunque los
materiales presentan una precipitacion muy marcada con respecto al tiempo y esto
promueve la formacién de aglomerados ya que son polidispersos. Aunque‘no se encontro
actividad contra el TiO2 solo, se obtuvo una buena actividad en la inhibicion de las
bacterias de estudio, entre los materiales destaco el composito a 475°C c@n una mayor
inhibicién, sin embargo, la diferencia entre los otros compositos no es muy-grande ya
gue no se observo una relacion entre los PDI y el incremento de temperatura,-esto se

atribuye a la influencia de la molienda de los polvos.
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En el Andlisis de FTIR- ATR se comprobd que los compuestos presentan las vibraciones
del enlaCe: M-O del TiO2 y CuO sin rastros de impurezas, ya que no se observaron
sefales caraeteristicas de compuestos organicos que se puedan atribuir a algun residuo
de los reactives-utilizados en la sintesis. No se observé una variacion significativa entre
las bandas de les materiales sintetizados con lo que se puede suponer que el método de

sintesis fue correctamente empleado.

Con lo descrito anteriormente se puede concluir que los materiales sintetizados de CuO,
CuO/TiO2 a diferentes temperaturas cumplen con los requerimientos necesarios para
emplearse en el &rea de construccion y ser agentes de desinfeccién en superficies
construidas y edificios enfermos; ya que presentan actividad antimicrobiana contra
bacterias modelo, una Gram positivay una Gram negativa, lo que les permite inhibir la

formacién de biopeliculas.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

De acuerdo'con los resultados encontrados en este proyecto se sugieren las siguientes

recomendaciones y perspectivas para ser tomadas en cuenta:

e Se sugiere fatoactivar los materiales de TiO2 con luz ultravioleta a 254nm antes
de usarse en” el ensayo de actividad antimicrobiana, para evaluar el efecto
fotocatalitico delpar, electron hueco y su interaccion en la formacion de especies
reactivas contra lossmicrorganismos como un mecanismo de accion.

e Evaluar la actividad antimierobiana contra otros grupos de bacterias con diferente
morfologia, asi como la actividad antifingica en hongos y determinar la influencia
de las fases de los materiales’y su tamafio de particula.

e Realizar pruebas en concreto para estudiar su interaccion con los materiales.

e Realizar el analisis BET para“conocer el area superficial especifica de los
materiales y evaluar comg’ el.material interacciona con la bacteria y cual es su
area de contacto con la misma paraonfirmar si hay relacion en la actividad

antimicrobiana y el area superficial especifica.
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Al. PDF utilizado en DRX y Rietveld correspondiente a la fase anatasa.

00-004-0477 (D8-Controller)

PDF Card

Status: Deleted , Quality Mark: Indexed Environment: Ambient

Temperature of Data'Collection: 298.0 K (Assigned by ICDD editor) Chemical Formula: Ti 02

Empirical Formula: G2'Ti,  Weight %: 040.06 Ti59.94 Atomic %: 066.67 Ti33.33

Compound Name: Titapium Oxide  Mineral Name: Anatase, syn Entry Date: 09/01/1954

Experimental

Radiation: CuKal (1.5405 &) © Filter: Ni Beta d-Spacing: Diffractometer
Intensity: Diffractometer - Peak

Physical
Crystal System: Tetragonal SPGR: 141/amd\{141)
Author's Unit Cell
a: 3.783 A c: 9.51 4 Volume: 136.10 A2
Z: 4.00 MélVol: 34102 c/a: 2.514

Calculated Density: 3.808 g/cm? SS/FOM: F(25) = 813(0.0624, 48)

Crystal

ICDD Calculated Parameters

Space Group: [41/amd (141) Molecular Wt: 79.86 g/mol

[ Crystal D:Ea3.?83 A b: 3.78344 € 0.510 A
a: 90.00° B: 90.00° ¥1,90:00°
Volume: 136.10 A3 Z: 4.00 c/af’2.514
a/b: 1.000 c/b: 2.514

— Reduced Cell
a: 3.783 & b: 3.783 A c: 5456 &

a: 110.29° B: 110.29° y: 90.00°
Volume: 68.05 A2

© 2024 International Centre for Diffraction Data. All rights reserved.

Page1/3
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oo-@n (D8-Controlier)

6/‘ Structure

Atomic param are cross-referenced from PDF entry 04-002-2750
AC Space Group: md (141)

AC Unit Cell —* 0 -
a: 3,784 b: 3.784 A c: 9.515 A
a: 90° O’ B: 90° y: 90°
N

Space Group Symmetry O 2

Seq Operator Seq Operator

1 , 7 x+1/2 3/4 13 y+1/2,x+1/2,-2+1(2

2 f)'(y+i/2,-y+l/2,z+1/2 8 xxw 11;4 14 yY-;,-/z XY

3 x+1/2,y,-2+3/4 9 y+ 12,2+1/2 15 yx+1/2,2+1/4

3 xX-y+1/2,z+1/4 10 VX, 16 y+1/2,-%,2+3/4

5 XY,z 11 y,x+1¢ -

6 x+1/2,-y+1/2,2+1/2 12 -y+1/2,

Origin Of Unit Cell: O1 ® :

Atomic Coordinates:

Ti 1 4a -4m2 00 0. 1.0 6a

0 2 8e 2mm. 0.8, 0.0\0.2081 10 3¢b

Crystal (Symmetry Allowed): Centro [o Space Group: 141/amd (141)

(M

Subfiles: Common Phase, Forensic, Inorganic, M#%Auoy, [ Related (Mineral, Synthetic),
-

Pharmaceutical (Excipient), Pigment/Dy /
Pearson Symbol: t112.00 Prototype Structure ( ula O Ti 02
Prototype Structure (Alpha Order): 02 Ti
LPF Prototype Structure (Formula Order): Ti oz,m@ O
LPF Prototype Structure (Alpha Order): 02 Ti tI12,141 ¢

Cross-references @

Cross-Ref PDF #'s: 04-002-2750 (Alternate)

References %

)
Primary Reference Swanson, Tatge. Private Communication 1950.

Additional Pattem Parker. Z. Kri llogr. 1923, 59, 1.

Crystal Structure Crystal Structure Source: LPF. @
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m-nm@ (D8-Controller)
7,

: Comments
Database Com : Warning: One or more lines are unindexed.
d-spacings (27) -é - 00-004-0477 (Stick, Fixed Slit Intensity) - X-ray (Cu Kal 1.54056

25354  3.5100 100 1 g 83.138 11609 3 3 1 2
36883 24350 9 1 00,258 10860 3

37784 23790 2 0 X 95175 10433 3 3 2 1
38506 23360 9 1 1 q‘) 2 1 0 9
480/ 18910 33 2 O 4 3 1 &
53.921 16990 21 1 O O 3 a4 0 0
55.114 16650 19 2 1 2 3 2 5§
620/3 14940 4 2 1 3 3 1 1 10
62726 14800 13 2 O 4 2 2 2 8
68.594 13670 5 1 1 B <1 3 2 7
70357 13350 5 2 2 O i 3 1 5
75092 12640 10 2 1 5§ i 3 0 9
76082 12500 3 3 0 1 3

B2764 11710 2 3 0 3




A2. PDF utilizado en DRX y Rietveld correspondiente a la fase rutilo.

00-004-0551 (D8-Controller)
PDF Card

Status: Deleted »Quality Mark: Indexed Environment: Ambient

Temperature of DatarCollection: 298.0 K (Assigned by ICDD editor) Chemical Formula: Ti O2
Empirical Formula: 0271 Weight %: 040.06 Ti59.94 Atomic %: 066.67 Ti33.33
Compound Name: Thanium Oxide Mineral Name: Rutile  Entry Date: 09/01/1954

Experimental
Radiation: CuKal (1.5405 &) CFilter: Ni Beta Intensity: Diffractometer - Peak

Physical
Crystal System: Tetragonal SPGR: P42/mnm (136)
Author's Unit Cell
a: 4504 A c: 7.958.4 Volume: 62.43 A3
cfa: 0.644

SS/FOM: F(30) = 29.1(0.0251, 41)

Crystal

ICDD Calculated Parameters

Space Group: P42/mnm (136) Molecular Wt: 79486 g/mol

— Crystal Data

a: 4.594 A b: 4.594°A c: 2958 A
a: 90.00° B: 90.00° ¥5'90.00°
Volume: 62.43 A2 c/a: 0.644 afb: 4,000
c/b: 0.644

[ Reduced E?“z.gzsa A b: 4.594 A c: 4.594 A
a: 90.00° B: 90.00° y: 90.00°
Volume: 62.43 A2

© 2024 International Centre for Diffraction Data. All rights reserved. Pagel/3



00-004-0551 (D8-Controller)

2

L 3
/L Structure

Atomic param@ are cross-referenced from PDF entry 04-003-0648

AC Space Group:ﬂrmnm (136)
AC Unit Cell 4
a: 4.594 b: 4.594(3) A c: 2.959(2) A
a: 90° B: 90° y: 90°
Space Group Symmetry Ope
Seq Operator Seq Operator
1 s 13 1/2,%+1/2,z+1/2
: W 127 TR F s
T o y 2= A
2 Y1~ “YrX, » X Z
5 :+yilzz,-y+1/2,z+1/2 11 -;,-x,z @‘ Y
6 -X+1/2,y+1/2,-z+1/2 12 Y. XZ
Atomic Displacement Parameter Type: /\
Atomic Coordinates: ®

0 1 4f m.2m 06 06 0.0 1.0 0.7 3#b
Ti 2 2a m.mm 0. 00 1.0 0.7 6-a
Crystal (Symmetry Allowed): Centrv@c AC Group: P42/mnm (136)
o= -
Classifi catuép
Subfiles: Common Phase, Forensic, Inorganic, Metal loy, lated (Mineral, Natural),
Pharmaceutical (Excipient), Pigment/Dye
Mineral Classification: Rutile (supergroup), 1Q (grQ: Peas@:bol: tP?

Cross-references O

Cross-Ref PDF #'s: 00-002-0406 (Deleted), 04-003-0648 (Primary)

References ;
Type DOI Reference O
Primary Reference Swanson, Tatge, JC Fel. Rey , NBS. Private Communication 1950. ®
Crystal Structure Crystal Structure Source: LPF.
Comments )\
Database Comments: Warning: Lines with abs(delta 2Theta)>0.06 DEG. >' 6
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uo-téusi (D8-Controller)

d-s 1) - Ti 02 - 00-004-0551 (Stick, Fixed Slit Intensity) - X-ray (Cu Kal 1.54056
L )

27.463 1 0 87.491 11140 1 4 1 0
36.055 0 1 §9.586 10533 4 2 2 2
39.187 0 0 50.705 1.0827 4 i 3 0
41.225 1 1 95.284 10424 5 4 1 1
44.050 1 0 56.051 1.0361 4 i 1 2
54.336 1.6870 1 1 97.148 L0273 3 4 2 0
56.629 16240 16 2 0 106.047 059642 2 1 0 3
62.726 1.4800 8 o 2 116.243 05071 3 4 0 2
64.029 14530 & 1 0 117.564 09007 3 5 1 0
68.997 13600 16 120.054 0.8892 5 2 1 3
69.758 13470 7 1 122, 0.B773 6 5 0 1
72.350 1.3050 1 3 @ 123630 0873 5 i 3 2
76.588 1.2430 3 2 1g‘§ 131.841 08437 5 4 2 2
79.867 12000 1 2 1 136611 0.8290 5 i 0 3
B82.350 L1700 4 3 8 5 2 1
B4.240 1.1485 4 4

2 O 140.044 0.8196
0



A3. PDF utilizado en DRX y Rietveld correspondiente a la fase tenorita.

00-048-1548 (D8-Controller)
PDF Card

Status: Primary ,Quality Mark: Star Environment: Ambient

Temperature of.Data Collection: 298.0 K (Assigned by ICDD editor) Chemical Formula: Cu O
Empirical Formula: Cu.0 Weight %: Cu79.89 020.11  Atomic %: Cu50.00 050.00
Compound Name: Copper Oxide Mineral Name: Tenorite, syn  Entry Date: 09/01/1998

Experimental

Radiation: CuKal (1.5406 A)» Filter: Ge Mono  d-Spacing: Diffractometer  Cutoff: 3.00 A
Intensity: Diffractometer - Integrated

Physical
Crystal System: Monoclinic SPGR: C2fc\(15)
— Author's Unit Cell
ar 4.6883(4) A b: 3.4229(2) & c: 5.1319(3) A
B: 09.506(4)° Volumer-81122 A3 Z: 4.00
MolVol: 20.30 cfa: 1.095 a/b: 1.370
c/b: 1.499

Calculated Density: 6.505 g/cm?® SS/FOM:=F(30) = 65.5(040148, 31)

Crystal

ICDD Calculated Parameters

Space Group: AZ/a (15) Molecular Wit: 79.54 g/moal

— Crystal Data

a: 5.132 & b: 3.423 & c: 4688 A
a: 90.00° B: 99.51° y: 90.00°
Volume: 81.22 A2 Z: 4.00 c/a: 0.913
afb: 1.499 c/b: 1.370
© 2024 International Centre for Diffraction Data. All rights reserved. Page 1/ 3

72



00-048-1548 (D8-Controller)

R Cell
5;:‘2.902 A b: 2.902 A c: 51324

2{3 30 B: 82.33° y: 72.27°
: 40.61 A3
&e 40.61
A
S,
/
O/ Structure

Atomic parameters are cm@eremed from PDF entry 04-004-5425
AC Space Group: C12/c1 (15) ol
p 3

AC Unit Cell
a: 4.6881 A VC b: 3.4228 A c: 5.1321 A
a: 90° gi.«lgﬁ y: 90°
Space Group Symmetry Operators:
Seq Operator Seq Operator Seq Operator
1 XY,z 2 -X,-Y,Z 3 - /2 4 Xy, z+1/2
Atomic Coordinates:

0 1 de 2 0.
Cu 2 4c

1 0. \
Crystal (Symmetry Allowed): Centrosymm@Qg : C12/c1 (15)

ns ()

Subfiles: Battery Material, Common Phase, Forensic, Ino@c, Metaﬁ , Mineral Related (Mineral,
Synthetic), Superconducting Material

Pearson Symbol: mC8.00 Prototype Structure (Forniula Order): @

Classi

Prototype Structure (Alpha Order): Cu O
LPF Prototype Structure (Formula Order): Cu O,mS8,15
LPF Prototype Structure (Alpha Order): Cu O,mS8,15 ANX: AX @

Cross-references 0’

Cross-Ref PDF #'s: 00-005-0661 (Alternate), 00-044-0706 (Primary), 00-045-0937 (Alte;ate),
04-004-4915 (Alternate), 04-004-4916 Altemate;, 04-004-5425 gAItern?t%
04-004-5685 (Alternate), 04-005-4712 (Alternate), 04-006-4186 (Alternaté),
04-007-1375 sPrimary), 04-008-2756 (Alternate), 04-008-5229 (Alternate),
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ANEXOS

Alojamiento de la Tesis en el Repositorio Institucional

Titulo de Tesis:

Actividad antibacteriana de nanomateriales de CuO,
TiO2 y CuO/TiOz2 con potencial aplicacion en
superficies construidas

Autor de la Tesis:

Ing. Zurisadai Martinez Corona

ORCID

https://orcid.org/0009-0000-8611-0769

Resumen de la

Tesis:

En el presente trabajo.se.sintetizaron nanomateriales de
didxido de titanio (TiOg2). por el método sol-gel con
combinacién de'fases (anatasa y rutilo) mediante el control
de la temperatura, realizandosdratamientos a 425, 475, 525
y 575°C. Los materiales de oxido de cobre (CuO) se
obtuvieron por el método Pechini.iTambién se realiz6 una
mezcla mecénica de TiO2/CuO en‘proporcion 1:1. Las
propiedades antimicrobianas de los™ materiales se
evaluaron para determinar su potencial aplicacién en la
industria de la construccion, especificamente para inhibir
la formacion de biopeliculas en superficies. Los resultados
de difraccion de rayos X (DRX) y la técnicay de
Refinamiento Rietveld muestran que la fase futilo
aumenta, teniendo 8.42% a 425°C y 91.65% a 525°C y\a

fase anatasa disminuye al incrementar la temperatura,
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pas6é de 93.58% en 425°C a 8.35% en 525°C. En los
materiales de CuO se observo la fase tenorita y en los
compositos hay una combinacion de fases anatasa, rutilo
y tenorita, la presencia de la fase tenorita favorecié en la
respuesta antimicrobiana de los materiales. Los espectros
de FTIR (espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier) mostraron la presencia de  sefales
correspondientes a las vibraciones de Ti-O y de Cu-O en
~580 cm™' observando ligeros cambios respecto a los
materiales obtenidos por sol-gel, mientras que los
obtenidos_por mezcla mecanica no presentaron cambios
importantes con respecto a la temperatura.

Con los andlisis DLS y ELS se obtuvo el tamafio promedio
de particula,con valores desde ~225 nm a ~750nm con
potencial»Z entre/-11mV y -21mV. Finalmente, en las
evaluaciones de (MIC se encontr6 que el material de
CuO/TiO2 a475°C tuvo, mayor actividad inhibitoria para
Staphylococcus aureus“y<Escherichia coli con respecto a
los otros materiales de“CuQ/TiO2, TiO2 y CuO. Este
material inhibe la formacion de’biopeliculas en superficies,

evitando la proliferacién de las bacterias al ambiente.

Palabras clave de

la Tesis:

TiO2, CuO, biopelicula, actividad-" antimicrobiana,

superficies construidas.
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